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RÉSUMÉ 
 
Les cellules T CD4+ humaines sont hétérogènes du point de vue de la permissivité à l’infection 
par le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1). Notre laboratoire a 
préalablement démontré que les cellules Th1 à phénotype CXCR3+CCR6- sont relativement 
résistantes à l’infection par le VIH-1 alors que les cellules Th1Th17 à phénotype 
CXCR3+CCR6+ y sont hautement permissives. La réplication du VIH dépend de plusieurs 
facteurs cellulaires de restriction ou de permissivité agissant à différentes étapes du cycle viral. 
Toutefois, malgré plusieurs avancées, la compréhension des voies de signalisation cellulaire 
impliquées dans la régulation de la réplication du VIH est encore limitée. L’objectif majeur de ce 
projet de maîtrise est de caractériser les mécanismes moléculaires de la permissivité et de la 
résistance au VIH respectivement dans les cellules Th1Th17 et Th1. Ce mémoire est divisé en 
quatre parties qui visent: (i) l’identification des voies canoniques et des fonctions biologiques 
différemment régulées dans les cellules Th1Th17 versus Th1 par l’analyse de leur transcriptome 
au niveau du génome entier; (ii) la validation de l’expression différentielle des gènes d’intérêt 
identifiés par biopuces au niveau des transcrits et des protéines; (iii) la caractérisation du rôle 
fonctionnel de certains de ces facteurs (i.e., PPARγ, AhR) sur la réplication du VIH dans les 
cellules Th1Th17 versus Th1; et (iv) l’identification du niveau auquel ces facteurs interfèrent 
avec le cycle de réplication du VIH. Nos résultats d’analyse du transcriptome du génome entier 
par Gene Set Enrichment Analysis et Ingenuity Pathway Analysis indiquent que les cellules à 
profil Th1Th17 sont plus susceptibles à l’activation cellulaire et à l’apoptose, favorisent plus 
l’inflammation et expriment moins fortement les gènes liés à la dégradation protéosomale 
comparé aux cellules à profil Th1. Ces différences dans la régulation de diverses voies et 
fonctions biologiques permettent en partie d’expliquer la susceptibilité à l’infection par le VIH 
dans ces cellules. Nous avons ensuite confirmé l’expression différentielle de certains gènes 
d’intérêt dans les cellules Th1Th17 (CXCR6, PPARγ, ARNTL, CTSH, PTPN13, MAP3K4) 
versus Th1 (SERPINB6, PTK2) au niveau de l’ARNm et des protéines. Finalement, nous avons 
démontré le rôle des facteurs de transcription PPARγ et AhR dans la régulation de la réplication 
du VIH. L’activation de la voie PPARγ par la rosiglitazone induit la diminution importante de la 
réplication du VIH dans les cellules T CD4+, alors que l’activation de la voie AhR par les 
ligands exogènes TCDD et FICZ augmente de façon significative la réplication virale. Nous 
 X 
proposons que la voie PPARγ agit comme un régulateur négatif de la réplication du VIH dans 
ces cellules, en interférant avec la polarisation Th17 et probablement en inhibant l’activité 
transcriptionnelle du facteur NF-κB. Les rôles des formes nucléaires versus cytoplasmiques du 
récepteur Ahr semblent être diamétralement opposés, dans la mesure où l’interférence ARN 
contre AhR s’associe également à l’augmentation de la réplication virale. Il est ainsi possible que 
la forme cytoplasmique d’AhR, connue par son activité E3 ligase, participe à la dégradation 
protéosomale des particules virales. Le mécanisme par lequel le AhR nucléaire versus 
cytoplasmique interfère avec la réplication virale est en cours d’étude au laboratoire. Cette étude 
représente la première caractérisation de l’expression différentielle de gènes au niveau du 
génome entier de sous-populations T CD4+ permissives versus résistantes à l’infection par le 
VIH. Nos résultats identifient de nouvelles cibles moléculaires pour de nouvelles stratégies 
thérapeutiques visant à limiter la réplication du VIH dans les lymphocytes T CD4+ primaires. 
 
Mots clés: VIH-1, cellules T CD4+, Th1Th17, Th1, biopuces ADNc, PPARγ, AhR 
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ABSTRACT 
 
Human CD4+ T cells are heterogeneous in terms of permissiveness to infection by the human 
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1). Our laboratory previously demonstrated that Th1 cells 
(CXCR3+CCR6- phenotype) are relatively resistant to infection, whereas Th1Th17 cells 
(CXCR3+CCR6+ phenotype) are highly permissive to HIV-1. HIV replication depends on 
several cellular restriction or permissiveness factors acting at different stages of the viral life 
cycle. However, despite several advances, our knowledge on signaling pathways involved in 
HIV replication is still limited. The main objective of this MSc degree project is to characterize 
the molecular mechanisms of permissiveness and resistance to HIV in Th1Th17 and Th1 cells 
respectively. This thesis is divided into four parts, aiming at : (i) the identification of canonical 
pathways and biological functions differentially regulated in Th1Th17 vs Th1 cells through the 
analysis of their whole genome transcriptome; (ii) the validation of differential expression of 
relevant genes identified by microarrays at mRNA and protein levels; (iii) the characterization of 
the functional role of some of these factors (i.e. PPARγ, AhR) on HIV replication in Th1Th17 
versus Th1 cells; and (iv) the identification of the level at which these factors interfere with the 
HIV replication cycle. Our analysis of the large sets of microarray data by Gene Set Enrichment 
Analysis and Ingenuity Pathway Analysis indicate that Th1Th17 compared to Th1 cells are more 
susceptible to cell activation and apoptosis, promote superior inflammation and express at low 
levels genes related to the proteosomal degradation. These differences in the regulation of 
various biological functions and pathways can partly explain the susceptibility to HIV infection 
in these cells. We then confirmed the differential expression of some genes of interest in 
Th1Th17 (CXCR6, PPARγ, ARNTL, CTSH, PTPN13, MAP3K4) versus Th1 (SERPINB6, 
PTK2) cells at mRNA and protein levels. Finally, we demonstrated the role of the transcription 
factors PPARγ and AhR in the regulation of HIV replication. The activation of PPARγ by 
rosiglitazone induces an important decrease in HIV replication in CD4+ T cells, while AhR 
activation by its exogenous ligands TCDD and FICZ promotes viral replication. We propose that 
the PPARγ pathway acts as a negative regulator of HIV replication in these cells by interfering 
with Th17 polarization and probably by inhibiting the transcriptional activity of NF-κB. The role 
of nuclear versus cytoplasmic AhR appears diametrically opposed, since RNA interference 
against AhR is also associated with a significant increase in HIV replication. It is thus possible 
 XII 
that the cytoplasmic form of AhR, known for its E3 ubiquitine ligase activity, is involved in 
proteasomal degradation of the viral particles. The mechanism by which the nuclear versus 
cytoplasmic form of AhR interferes with viral replication is being studied in the laboratory. This 
study represents the first characterization of the differential expression of genes in the entire 
genome of CD4+ T subpopulations permissive (Th1Th17) versus resistant (Th1) to infection by 
HIV. Ours results identify new molecular targets for therapeutic strategies to limit HIV 
replication in primary CD4+ T lymphocytes. 
 
Key words: HIV-1, CD4+ T cells, Th1Th17, Th1, cDNA microarrays, PPARγ, AhR 
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1. INTRODUCTION 
 
1.1 VIH : Caractéristiques générales 
Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) fait partie de la famille des rétrovirus et du 
genre des lentivirus. L’infection par le VIH cause le syndrome de l’immunodéficience acquise 
(SIDA) qui se caractérise par une diminution progressive du taux de lymphocytes T CD4+ 
circulants (<200 cellules/µl) résultant en une plus grande susceptibilité face aux infections 
opportunistes (1). C’est en 1981, sur la côte ouest des États-Unis, que les médecins notent une 
forte incidence de sarcomes de Kaposi et d’infections associées à une diminution des 
lymphocytes T CD4+ dans la communauté homosexuelle. Le virus responsable est isolé pour la 
première fois en 1983, à l’Institut Pasteur, par le groupe du Dr Luc Montagnier qui associe le 
SIDA avec un rétrovirus de la famille des HTLV (Human T-Lymphotropic Virus) (2). En 1984, 
le groupe propose de nommer ce nouveau virus LAV (Lymphoadenopathy-Associated Virus) 
(3). Parallèlement, aux États-Unis, le groupe de Robert C. Gallo obtient des résultats similaires 
et propose plutôt l’appellation HTLV-III (4). En 1986, le nom VIH est finalement proposé par 
Coffin et ses collègues (5). 
 
Le VIH est un virus d’environ 100nm de diamètre. Les virions sont dits enveloppés puisqu’ils 
possèdent une double couche phospholipidique externe dérivée de la membrane cellulaire. Les 
deux protéines de l’enveloppe sont la glycoprotéine transmembranaire gp41 et la glycoprotéine 
de surface gp120 qui recouvre la première. Le complexe gp41/gp120 est habituellement 
retrouvé sous forme trimérique. Sous l’enveloppe, une matrice formée de protéines p17 entoure 
une capside de forme conique constituée de protéines p24 (Figure 1). À l’intérieur de cette 
capside se trouve la nucléocapside et le génome viral composé de deux copies d’ARN simple 
brin à polarité positive. Les particules virales contiennent aussi certaines enzymes dont une 
transcriptase inverse pour la rétro-transcription de l’ARN viral en ADN double brin et une 
intégrase permettant l’intégration de l’ADN proviral au génome de la cellule infectée (6). 
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Figure 1. Schéma organisationnel du VIH. Adapté du NIH (National Institute of Health, 
Bethesda, Maryland, États-Unis). 
 
Le VIH a une grande diversité génétique. Il existe deux types du virus, le type 1 (VIH-1) et le 
type 2 (VIH-2). Ceux-ci se différencient d’après leur composition génétique, ainsi que leur 
pathogénicité. Le VIH-2 est moins répandu, moins pathogène et ressemble plus au virus de 
l’immunodéficience simienne (VIS) des Sooty mangabeys, tandis que le VIH-1 aurait évolué à 
partir du VIS des chimpanzés (7). Le VIH-1 est celui auquel on attribue la pandémie de SIDA. 
Il est plus pathogénique et facilement transmissible (8). Le type 1 peut être divisé en quatre 
groupes : M (Main), O (Outlier), N (Non-M, non-O) et P (9). Le groupe M est le plus répandu 
actuellement puisqu’il est responsable de près de 90% des cas d’infection par le VIH, en plus 
d’être présent sur tous les continents, tandis que les groupe O, N et P sont pratiquement limités 
à l’Afrique centrale. Le groupe M comprend à son tour neuf sous-types majeurs (A, B, C, D, F, 
G, H, J et K), le sous-type B étant le plus fréquent en Amérique (10). 
 
En 2010, on estime à 1.8 millions le nombre de décès associés au SIDA et à 2.7 millions le 
nombre de nouvelles infections par le VIH, portant le nombre de personnes séropositives à 
travers le monde à près de 34 millions. Or, seulement 7.4 millions de personnes reçoivent une 
thérapie antirétrovirale. Les pays les plus affectés par le SIDA sont en Afrique sub-saharienne, 
cette région du monde comportant 68% des infections par le VIH alors qu’elle ne représente 
que 12% de la population mondiale (11). 
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1.2 Génome viral du VIH-1 
D’une longueur d’environ 9.2kb, le génome du VIH-1 encode trois gènes structuraux, soit 
gag (groupe d’antigènes), pol (polymérase) et env (enveloppe), ainsi que des gènes dits 
accessoires, soit vif, vpr, vpu, tat, rev et nef. Les extrémités de l’ADN proviral sont flanquées 
d’une séquence U3-R-U5 identique appelée  LTR (Long Terminal Repeat) (Figure 2). Ces 
séquences sont celles qui permettent au génome proviral de s’intégrer dans le génome cellulaire 
en interagissant avec l’intégrase virale. Le LTR 5’ agit aussi comme un promoteur, régulant 
l’expression et la latence du virus après intégration (12, 13). 
 
 
 
Figure 2. Structure de l’ADN proviral du VIH-1. Adapté de Greene et al. (12). 
 
1.2.1 Gènes structuraux 
Les gènes structuraux du VIH sont traduits sous la forme des précurseurs polyprotéiques 
Gag-Pol et Env. Après le clivage du précurseur Gag-Pol, Gag doit être à nouveau clivé lors de 
la maturation du virion en protéines de la matrice (p17), de la capside (p24), de la 
nucléocapside (p7) et en protéine p6 impliquée dans le bourgeonnement des virions (14). Le 
précurseur Pol correspond à trois enzymes virales essentielles, soit la protéase, l’intégrase et la 
transcriptase inverse. La transcriptase inverse permet la rétrotranscription de l’ARN viral en 
ADN, alors que l’intégrase permet l’intégration de l’ADN viral au génome cellulaire. La 
protéase est responsable du clivage des polyprotéines en protéines fonctionnelles lors de la 
maturation des virions. Le gène env résulte en la polyprotéine précurseure Env ou gp160 qui est 
aussi clivée en glycoprotéines membranaires gp120 et gp41 (12, 15) grâce à une protéase 
cellulaire nommée furine (16). 
 
1.2.2 Gènes accessoires 
Les gènes accessoires permettent le contrôle de l’expression des autres protéines virales et 
sont les premières produites par la traduction des ARNs épissés. La protéine Tat (Trans-
Activator of Transcription) agit sur la polymérase ARN cellulaire pour empêcher sa complexion 
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avec des inhibiteurs de l’élongation, la rendant ainsi plus active et augmentant la transcription 
des ARNm du virus (17, 18). Rev (Regulator of Virion expression) permet l’exportation des 
ARNs non épissés vers le cytoplasme pour la production des protéines tardives et pour 
l’encapsidation du génome dans les nouveaux virions (19). Les gènes accessoires participent 
aussi à une modulation très fine de l’interaction entre le virus et la cellule hôte via les protéines 
Nef et Vpu. Nef (Negative regulatory factor) est la protéine accessoire la plus immunogène du 
VIH et est nécessaire à la réplication du VIH in vivo ainsi qu’à la progression de la maladie. 
Cette protéine multifonctionnelle conduit à l’endocytose et à la dégradation des molécules de 
surfaces cellulaires CD4 et CMH afin d’éviter la reconnaissance par le système immunitaire, 
d’empêcher la réinfection de cellules déjà infectées et pour prévenir l’incorporation du CD4 aux 
virions bourgeonnant, ce qui les rendrait moins infectieux (20). La protéine Vpu (Viral protein 
U) est unique au VIH de type 1. Elle conduit à la dégradation des protéines CD4 nouvellement 
synthétisées au réticulum endoplasmique et favorise la libération des virions de la cellule 
infectée (21). La protéine Vpr (Viral protein R) permet quant à elle d’augmenter la capacité 
réplicative du virus en facilitant le transport nucléaire du complexe de préintégration, ainsi 
qu’en arrêtant le cycle cellulaire en phase G2 (22). Pour finir, la protéine Vif (Viral Infectivity 
Factor) joue un rôle important dans l’infectiosité des particules virales en induisant la 
dégradation de l’enzyme cytidine désaminase APOBEC3G, un facteur cellulaire qui autrement 
s’incorporerait dans les virions et pourrait altérer l’ADN viral (23). De plus, il est suggéré que 
Vif module l’assemblage et la maturation des virions (24). 
 
1.3 Cellules cibles du VIH-1 
Le cycle de réplication du VIH-1 implique l’interaction de la glycoprotéine de l’enveloppe 
virale avec la protéine CD4, dite récepteur primaire du virus, qui permet l’attachement puis 
l’entrée du virion dans la cellule cible (25, 26). Ainsi, le VIH-1 infecte les cellules qui 
expriment le CD4 à leur surface, c’est-à-dire diverses cellules du système immunitaire, plus 
précisément les cellules dendritiques (DCs), les macrophages, les monocytes et majoritairement 
les lymphocytes T CD4+ (27). Les souches virales ont été classées initialement en fonction de 
leur tropisme pour les macrophages (macrophage (M)-tropiques) versus les cellules T CD4+ 
(lymphocyte (T)-tropiques) et aussi en fonction de leur capacité à induire (SI, syncitium 
inducing) ou non (NSI, non-syncitium inducing) des syncitia (28). L’infection de ces cellules et 
leur mort conduit au syndrome de l’immunodéficience associé au VIH. L’identification des 
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récepteurs de chimiokines CCR5 et CXCR4 comme des corécepteurs majeurs du VIH-1 
nécessaires à l’entrée des virus dans la cellule (29-31) a permis une nouvelle classification des 
souches virales (28). Ainsi, le VIH peut être classé en trois souches selon son tropisme pour un 
certain type de corécepteur: souches R5 pour les virus qui utilisent le CCR5, souches X4 pour 
ceux utilisant le CXCR4 et souches à double tropisme R5/X4 pour les virus pouvant utiliser 
l’une ou l’autre des molécules. L’interaction avec l’un ou l’autre ou les deux corécepteurs 
dépend de la séquence de la protéine d’enveloppe du virus. Les souches R5 infectent bien les 
macrophages, mais aussi les cellules T CD4+ mémoires, ce qui représente une fraction majeure 
des cellules T CD4+. Les souches R5 sont les plus fréquemment transmises et représentent ainsi 
la majorité des souches dites fondatrices (ou T/F, transmisses/fondatrices) (32), bien que 
l’efficacité de leur transmission ne semble pas dépendre de leur utilisation du corécepteur R5 
plutôt que X4 (33). Les souches X4 apparaissent quant à elles généralement plus tard durant 
l’infection et permettent l’infection de cellules T CD4+ naïves (34-36). 
 
1.4 Cycle de réplication du VIH-1 
Le cycle de réplication du VIH se divise en deux phases, soit la phase précoce et la phase 
tardive. La phase précoce débute avec l’attachement du virus au niveau de la membrane de la 
cellule cible et se termine avec l’intégration de l’ADN viral dans le génome cellulaire. La phase 
tardive représente les étapes subséquentes à partir de la régulation de la transcription de l’ADN 
proviral, jusqu’au bourgeonnement des nouveaux virions et leur maturation (37). 
 
 
Figure 3. Cycle de réplication du VIH. La phase précoce (à gauche) et la phase tardive (à 
droite). Adapté de Rambaut et al. (38). 
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1.4.1 Phase précoce 
Le cycle de réplication virale commence par l’interaction spécifique entre la glycoprotéine 
gp120 du virus avec la molécule CD4 à la membrane d’une cellule cible (39, 40). Cette 
interaction induit un changement de conformation de la gp120 (41), exposant un domaine de 
fixation qui peut alors interagir avec un corécepteur CXCR4 ou CCR5 (42). Un nouveau 
changement de conformation (43) conduit ensuite à la libération de la gp41 dont le peptide de 
fusion pénètre la membrane cellulaire (44). Le repli sur elles-mêmes des hélices de la gp41 
permet la fusion des membranes virales et cellulaires et donc le relâchement de la 
nucléocapside dans le cytoplasme (45). Une fois à l’intérieur de la cellule, la nucléocapside se 
désagrège et relâche les deux brins d’ARN viraux, ainsi que certaines enzymes virales déjà 
contenues dans le virion. La transcriptase inverse catalyse la rétro-transcription de l’ARN viral 
simple brin en formant des hybrides ARN-ADN en se servant d’un ARN de transfert (ARNt) 
cellulaire comme amorce (46). L’activité ribonucléase H de la transcriptase inverse permet du 
même coup de dégrader entièrement l’ARN servant de matrice, à l’exception de 2 courtes 
séquences riches en purines appelées PPT (polypurine tracts). Ces séquences sont utilisées 
comme amorces pour la synthèse du second brin d’ADN, en utilisant le premier comme matrice 
(47, 48). Une des particularités de la transcriptase inverse est aussi de faire beaucoup d’erreurs 
lors de la synthèse des brins d’ADN, ce qui résulte en une grande variabilité génétique du virus. 
Lorsque les 2 brins d’ADN viraux complémentaires sont générés, il y a formation du complexe 
dit de pré-intégration, composé de l’ADN, de l’intégrase, de la protéine Vpr et de plusieurs 
protéines cellulaires. Ce complexe est transporté vers le noyau par un processus actif et 
l’intégrase permet l’intégration du génome viral dans le génome de la cellule, où il est alors 
appelé provirus (49). 
 
1.4.2 Phase tardive 
La première étape de la phase tardive correspond à la transcription des ARNm par l’ARN 
polymérase cellulaire. Ils sont ensuite épissés ou non avant d’être transportés au cytoplasme où 
ils sont traduits par les ribosomes. Les petits ARNm épissés sont traduits en premier pour 
produire 3 protéines accessoires : les protéines régulatrices Tat et Rev, ainsi que la protéine 
Nef. Rev permet ensuite le transport, la stabilisation et la traduction des ARNm non épissés 
plus longs qui permettent de produire 3 précurseurs protéiques : Gag, Gag-Pol et Env (50). Les 
diverses protéines virales s’associent et forment des virions autour de 2 copies d’ARN total du 
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virus. Les protéines virales membranaires, c’est-à-dire gp160 (Env), composées de gp120 et 
gp41, s’intègrent quant à elles à la membrane cellulaire et sont emportées par les virions 
lorsqu’ils bourgeonnent à travers la membrane cytoplasmique de la cellule infectée (51). Le 
bourgeonnement des particules virales est régulé par la protéine p6 du VIH. Cette protéine de 
seulement 52 acides aminés contient deux domaines dits d’assemblage tardif (L domains) qui 
permettent de recruter les complexes cellulaires ESCRT (endosomal sorting complex required 
for transport) (52) qui médient normalement le recyclage des récepteurs de surface cellulaires 
(14). Les complexes ESCRT interviennent dans le processus d’abscission de la membrane afin 
de libérer les particules virales de la surface de la cellule infectée (53). La protéine p6 est aussi 
impliquée dans l’incorporation de la protéine virale Vpr aux virions (54). Finalement, la 
proximité des précurseurs protéiques Gag (matrice, capside, nucléocapside) et Gag-Pol 
(matrice, capside, nucléocapside, protéase, transcriptase inverse et intégrase) dans les virions 
nouvellement formés et leurs interactions permettent l’activation des protéases virales pour 
cliver les polyprotéines. Cette étape de maturation est nécessaire à la production de virions 
infectieux (55, 56). 
 
1.5 Pathogenèse de l’infection à VIH-1 
 
1.5.1 Phases cliniques 
L’infection par le VIH-1 induit une importante déplétion des lymphocytes T CD4+ qui 
compromet le fonctionnement du système immunitaire et rend ainsi les sujets infectés plus 
vulnérables aux infections opportunistes. La pathogenèse de l’infection peut se décrire en trois 
phases cliniques successives à durées variables : aigue, chronique et SIDA (Figure 4). 
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Figure 4. Phases cliniques de l’infection à VIH-1. Adapté de Grossman et al. (57) et reproduit 
avec la permission de Macmillan Publishers Ltd : Nature Medicine, copyright 2006. 
 
1.5.1.1 Phase aigue 
L’infection primaire à VIH-1 est caractérisée par une importante réplication virale et une 
baisse marquée du taux de lymphocytes T CD4+, particulièrement au niveau des tractus gastro-
intestinal et reproductif (Figure 4). Cette phase dure quelques semaines et s’accompagne 
habituellement de symptômes tels fièvre, maux de tête, fatigue et perte de poids (58). Les 
souches virales détectées lors de la phase aigue de l’infection sont majoritairement à tropisme 
R5 (59, 60). Or, les cellules T CD4+ CCR5+ sont hautement permissives au VIH du fait de leur 
état d’activation. En effet, ces cellules expriment des marqueurs d’activation comme les 
molécules CD25, CD69 et HLA-DR (61-63). Les protéines virales Nef, Tat, Vpr et Env peuvent 
aussi contribuer à leur état d’activation indépendamment du récepteur des cellules T (TCR) (64-
67). Il faut aussi noter que le VIH peut infecter des cellules T mémoires quiescentes et créer des 
réservoirs viraux latents persistants à long terme (68) (section 1.5.2). 
 
Les tissus lymphoïdes associés au tractus gastro-intestinal comprennent plus de la moitié du 
compte total de lymphocytes T CD4+ (69) et parmi ces cellules plus de 50% expriment le 
récepteur CCR5, comparativement à seulement 15% dans le sang périphérique et les ganglions 
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lymphatiques (57, 63, 70). La déplétion massive des cellules T CD4+ CCR5+ des muqueuses se 
déroule principalement pendant les 2 à 3 semaines suivant l’infection. La mort cellulaire est 
directement ou indirectement liée à la cytopathologie virale, c’est-à-dire soit directement causée 
par l’infection de la cellule, soit induite par les cellules NK (Natural Killer) (71) et lymphocytes 
T cytotoxiques CD8+ (63). À la fin de la phase aigue, un contrôle temporaire de la réplication 
virale via des réponses immunitaires à médiation cellulaire (cellules NK et lymphocytes T 
CD8+) et humorale (lymphocytes B et anticorps) permet un rétablissement partiel du taux de 
lymphocytes T CD4+ en périphérie, mais pas au niveau des muqueuses (57). 
 
1.5.1.2 Phase chronique 
La phase chronique est généralement asymptomatique et s’étend sur plusieurs années 
marquées par la déplétion progressive des cellules T CD4+ du sang périphérique (Figure 4). La 
réplication du VIH demeure persistante et à bas bruit. Le degré d’activation du système 
immunitaire, caractérisée entre autres par la production accrue de cytokines pro-inflammatoires, 
permet de prédire la progression de l’infection (72). Le bris d’intégrité du système immunitaire 
des muqueuses gastro-intestinales qui survient dès la phase aigue permet la translocation 
microbienne qui est en partie responsable de cette activation immunitaire persistante (73). Étant 
donné qu’in vivo le VIH n’infecte qu’une petite fraction des cellules T (74), il est probable que 
ce soit l’activation immunitaire chronique qui soit responsable de la déplétion massive des 
lymphocytes T CD4+ en induisant un épuisement du métabolisme cellulaire. Cet épuisement 
s’explique par (i) l’attrition de la population de cellules T mémoires due à l’activation 
persistante, (ii) l’activation des cellules T naïves devenant alors mémoires, (iii) la déplétion des 
cellules de réserve à cause de la stimulation récurrente et (iv) la dysfonction de 
l’approvisionnement en cellules T naïves à partir des sources lymphopoïétiques (63). En effet, 
chez les sujets atteints par le VIH, la capacité du thymus à générer de nouvelles cellules T 
naïves est diminuée (75) et les ganglions lymphatiques sont altérés structurellement par des 
dépôts de collagènes (76), ce qui nuit à la survie et à l’expansion des cellules T CD4+ (77). 
 
1.5.1.3 Phase SIDA 
Cette dernière phase correspond au syndrome d’immunodéficience acquise et est déclarée 
lorsque le taux de cellules T CD4+ dans le sang périphérique descend sous le seuil de 200 
cellules/µl (normalement de 500 à 1500 cellules/ul chez les sujets sains) (78). Le stade SIDA 
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est aussi associé à une importante hausse de la charge virale (Figure 4). Les souches virales à 
tropisme X4 apparaissent généralement à ce stade de l’infection (63). L’utilisation du récepteur 
de chimiokines CXCR4 comme co-récepteur d’entrée permet au virus d’infecter une plus 
grande proportion de cellules T, ce qui résulte en une accélération de la progression de la 
maladie. De plus, la perte d’intégrité du système immunitaire adaptatif à médiation cellulaire 
permet aux microorganismes et aux virus normalement à virulence limitée d’infecter plus 
efficacement les sujets sidéens et de devenir des pathogènes dangereux. Ces infections 
opportunistes comprennent (i) les infections bactériennes dont la tuberculose (Mycobacterium 
tuberculosis), les pneumonies bactériennes et les septicémies; (ii) les infections parasitaires 
causées par des protozaires telle la toxoplasmose (Toxoplasma gondii), la leishmaniose et la 
pneumonie à Pneumocystis carinii; (iii) les infections fongiques parmi lesquelles les candidoses 
et méningites à cryptocoques; (iv) les infections virales associées entre autres au 
cytomégalovirus (CMV), au virus du papillome humain (VPH) et au virus de l’herpès simplex 
(VSH); ainsi que (v) les néoplasies dont le sarcome de Kaposi et le lymphome cellulaire 
squameux (79, 80). 
 
1.5.2 Établissement de la latence 
La majorité des cellules T CD4+ infectées par le VIH-1 le sont de façon productive, c’est-
à-dire qu’elles produisent et relâchent des virions. Cependant, le VIH crée aussi des réservoirs 
viraux latents dans les cellules T mémoires quiescentes qui persistent à long terme (27, 68, 81).  
Dans ces cellules, le génome viral est intégré au génome cellulaire, mais n’est peu ou pas 
transcrit et l’expression des protéines virales est donc absente ou très faible, empêchant 
conséquemment la reconnaissance de la cellule infectée par le système immunitaire (82). En 
2009, Chomont et collègues ont démontré que les cellules T CD4+ à phénotype mémoire 
centrale (CD45RA- CCR7+ CD27+) et mémoire transitoire (CD45RA- CCR7- CD27+) 
forment des réservoirs cellulaires majeurs chez les sujets sous thérapie antirétrovirale et ayant 
une charge virale plasmatique indétectable (83). Durant la phase asymptomatique chez la 
personne infectée par le VIH-1, le réservoir viral est évalué comme incluant de 105 à 106 
cellules (74, 84) et possédant une demi-vie de 44 mois (85). Ainsi, il faudrait environ 70 ans 
pour éradiquer un réservoir. La latence du VIH implique le recrutement d’enzymes HDACs 
(histones déacétylases), dont HDAC3 (86), par la sous-unité p50 de NF-kB (Nuclear Factor of 
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) au niveau du promoteur viral LTR (87) 
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(section 1.10.1). L’état de condensation de la chromatine influe sur l’accessibilité du LTR pour 
les enzymes cellulaires de transcription de l’ADN et peut limiter la réplication du virus.  
 
Ainsi, une stratégie d’élimination des réservoirs viraux latents consiste en l’administration 
d’inhibiteurs de HDACs (HDACi), tel l’acide hydroxamique suberolanilide (SAHA) (88). Le 
SAHA, commercialisé sous le nom de Vorinostat, est un inhibiteur spécifique des HDACs 1, 2 
et 3. Un essai impliquant l’administration d’une seule dose de Vorinostat chez 6 patients 
avirémiques sous thérapie antirétrovirale a montré une augmentation de 3 à 10 fois de l’ARN 
viral mesuré dans les cellules T CD4+ quiescentes (89). Une autre cible envisagée pour contrer 
les réservoirs est le récepteur PD-1 (Programmed cell death protein 1). PD-1 est présent à la 
surface de plusieurs cellules du système immunitaire et son interaction avec son ligand PD-L1 a 
un rôle dans la régulation négative de la réponse immune (90). Or, l’expression de PD-1 par les 
cellules T CD4+ corrèle avec la taille du réservoir viral et l’inhibition de l’interaction PD-1/PD-
L1 résulte en une plus grande production virale (91, 92). D’un autre côté, en comparant les 
génomes viraux du VIH-1 du sous-type B, très susceptible à générer des infections latentes, au 
sous-type E qui lui établit presque exclusivement des infections productives, Wolschendorf et 
al. ont récemment identifié une séquence de 15 nucléotides incluse dans le LTR et qu’ils ont 
nommée LCR (latency control region) (93). Des mutations au niveau du LCR permettent 
d’induire ou d’empêcher la latence. L’identification de cette région et la compréhension future 
du mécanisme moléculaire impliqué devraient procurer des cibles importantes pour le design de 
stratégies de réactivation des réservoirs latents. 
 
1.5.3 Réponse immunitaire contre le VIH-1 
La dissémination du VIH à partir des sites d’entrée vers les ganglions lymphatiques peut se 
produire en quelques heures (94). Or, l’apparition d’une réponse immunitaire adaptative contre 
un pathogène spécifique peut prendre en moyenne de 4 à 5 jours et le plein développement de 
son efficacité peut nécessiter jusqu’à quelques semaines (82). La réponse dite innée est donc la 
première déployée pour tenter de limiter la dispersion du virus dans l’organisme par des 
mécanismes de défense non spécifiques. 
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1.5.3.1 Immunité innée 
Les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules NK et les neutrophiles 
représentent les composants cellulaires principaux de l’immunité innée (95). Ces cellules vont 
reconnaître divers motifs liés à des pathogènes (PAMP, Pathogen-associated molecular 
patterns) par un système de récepteurs appelés PRR (pattern recognition receptors) dont font 
partie les TLR (toll-like receptors) (96). La détection de la présence d’un pathogène par ces 
récepteurs induit l’expression de molécules de costimulation à la surface cellulaire et la 
production de diverses cytokines. Les DCs et les macrophages vont principalement contribuer à 
l’activation de la réponse adaptative en phagocytant des particules virales pour la présentation 
antigénique. Les DCs exposées au VIH vont aussi produire des cytokines tel le TNF afin de 
renforcer l’immunité innée. Les neutrophiles quant à eux sécrètent des peptides antimicrobiens 
appelés défensines ou HNP (human neutrophil peptides) (97) qui ont la capacité d’inhiber la 
réplication virale en interagissant directement avec les virions ou avec les cellules cibles du 
VIH (98, 99). De leur côté, les cellules NK ont une fonction cytolytique qui leur permet de lyser 
les cellules infectées par le VIH qu’elles reconnaissent par leur faible expression des molécules 
du CMH de classe I (100, 101). L’activité cytolytique des NK est cependant altérée chez les 
sujets séropositifs avec une forte charge virale (102). Les cellules NK sécrètent aussi des 
chimiokines ligands de CCR5 (CCL3/MIP-1α, CCL4/MIP-1β et CCL5/RANTES) qui 
compétitionnent pour ce récepteur avec les protéines d’enveloppe du VIH qui doivent s’y lier 
pour infecter les cellules. L’accès au CCR5 étant restreint, l’entrée du virus dans les cellules 
cibles est diminuée (95, 103). 
 
1.5.3.2 Immunité adaptative 
Le système immunitaire adaptatif est formé de l’immunité à médiation cellulaire 
(lymphocytes T) et à médiation humorale (lymphocytes B). Les cellules T CD4+ peuvent être 
spécifiques entre autres aux protéines d’enveloppe virale ou même aux protéines Nef, Gag et 
Pol du VIH (104-106). Une fois activés, les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle central dans 
l’efficacité du système immunitaire adaptatif en aidant à la différenciation des cellules T CD8+ 
et en contrôlant l’activation des lymphocytes B (107). Cependant, l’activation des lymphocytes 
T CD4+ les rend plus permissifs à l’infection par le VIH et une forte proportion des cellules 
spécifiques au virus sont ainsi tuées dès la phase aigue (108, 109). L’activation chronique du 
système immunitaire causée par l’infection et la translocation microbienne, en plus de la mort 
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des cellules productivement infectées entraînent la nécessité d’un renouvellement constant des 
cellules T CD4+ qui finit par nuire à leur homéostasie et causer leur épuisement (63). Durant la 
phase chronique de la maladie, une perte irréversible des cellules T CD4+ centrales mémoires 
est d’ailleurs constatée (110). 
 
Une à deux semaines suivant le pic de la virémie, les réponses des cellules T CD8+ spécifiques 
au VIH permettent le déclin de la charge virale (82, 111, 112). L’efficacité de ces cellules, aussi 
appelées cellules T cytotoxiques, est un déterminant majeur de la longueur de la période 
asymptomatique (113). Après activation et différenciation en cellules effectrices, les 
lymphocytes T CD8+ peuvent lyser les cellules infectées grâce au relâchement d’enzymes 
cytolytiques (perforine et granzymes A et B) induisant l’apoptose (107). Les cellules T 
cytotoxiques spécifiques au VIH-1 peuvent aussi, tout comme les cellules NK, sécréter les 
ligands de CCR5 et donc limiter l’entré du virus dans ses cellules cibles (114, 115). Toutefois, 
l’altération de l’intégrité du système immunitaire causée par l’infection à VIH empêche les 
lymphocytes T CD8+ de compléter leur processus de maturation. Les cellules non différenciées 
de façon terminale ne produisant pas de perforine, leur activité cytotoxique est compromise 
(116). La majorité des cellules T CD8+ sont ainsi bloquées à des stades de différenciation ne 
leur permettant pas de produire ou de sécréter leurs molécules effectrices. De plus, pour 
demeurer efficace malgré les constantes mutations du virus, de nouvelles réponses cytotoxiques 
doivent sans cesse être générées, et ce dans un environnement réduit en cellules T CD4+ au fur 
et à mesure de la progression de la maladie (63). L’épuisement et le blocage dans la 
différenciation des cellules T CD8+ causent une dysfonction de la réponse cytotoxique qui est 
associée à la progression de l’infection vers le stade SIDA. Cette inefficacité des réponses 
immunes dirigées contre le VIH par les cellules T peut entre autres s’expliquer par les effets 
observés au niveau de certaines molécules dites de régulation négative du système immunitaire 
dont CTLA4, PD-1 et Tim-3. L’expression de CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) et 
PD-1 (Programmed cell death-1) est induite suite à la signalisation par le TCR (section 1.7) et 
régule l’activation cellulaire (117). L’expression de Tim-3 (T-cell immunoglobulin and mucin 
domain-containing molecule-3) est induite par des cytokines dont l’IL-12 (118), et l’interaction 
de Tim-3 avec son ligand galectine-9 conduit à la mort cellulaire (119).  Or, diverses études ont 
montré une expression plus élevée de CTLA4, PD-1 et Tim-3 au niveau des cellules T 
spécifiques au VIH, ainsi qu’une corrélation des niveaux d’expression de ces molécules avec la 
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charge virale et la progression de la maladie (117, 120) en limitant l’activation et la 
prolifération des cellules spécifiques au VIH en plus de favoriser leur apoptose. 
 
D’un autre côté, les lymphocytes B contrôlent la réponse humorale en produisant une variété 
d’anticorps neutralisants dirigés contre le VIH. Toutefois, des anticorps spécifiques pour des 
régions conservées de l’enveloppe virale dont le site d’interaction de la gp210 avec le CD4 sont 
rarement ou tardivement produits chez les sujets avec progression rapide de la maladie (121, 
122). Les mutations au niveau de l’enveloppe virale finissent par rendre les anticorps non 
efficaces contre les nouveaux virus et les délais nécessaires à la production d’anticorps 
spécifiques aux nouveaux épitopes ne permettent pas à la réponse humorale de s’adapter 
suffisamment rapidement (123, 124). Lors de la phase chronique de l’infection, la diminution 
des taux de lymphocytes T CD4+, l’état général d’activation immunitaire et la pression 
antigénique finissent par engendrer la dysfonction des cellules B qui génèrent alors de grandes 
quantités d’anticorps non spécifiques et n’arrivent plus à maintenir l’intégrité de leur mémoire 
immunitaire (125). 
 
1.6 Traitement de l’infection à VIH-1 
Lors de la découverte du VIH dans les années 80, aucun médicament ne permettait de 
directement contrôler directement l’infection, il s’agissait donc uniquement de traiter les 
complications liées à l’immunodéficience. Toutefois, en 1987, un inhibiteur de la transcriptase 
inverse de type nucléosidique a été mis sur le marché sous le nom de Zidovudine/Azidovudine 
(AZT) comme premier médicament anti-VIH (126, 127). Au milieu des années 90, des 
inhibiteurs de la protéase du VIH dont le ritonavir et l’indinavir (128) ont été mis sur le marché 
et inclus dans une stratégie de traitement nommée trithérapie ou HAART (Highly Active 
Antiretroviral Therapy) consistant en l’administration d’une combinaison de 3 médicaments 
antirétroviraux, i.e. un inhibiteur de la transcriptase inverse (AZT ou 3TC) et 2 inhibiteurs de la 
protéase virale (129, 130). Ce traitement a rapidement contribué à augmenter l’espérance de vie 
des sujets séropositifs. Plus récemment, des antirétroviraux avec de nouvelles molécules cibles 
ont été commercialisés, dont l’inhibiteur de CCR5 maraviroc (131, 132) et un inhibiteur de 
l’intégrase nommé raltegravir (133). Les traitements de type HAART permettent généralement 
un déclin rapide et drastique de la charge virale, parfois sous un niveau détectable (<50 copies 
d’ARN/ml), en plus de favoriser l’augmentation du taux de cellules T CD4+ (82, 134). La 
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reconstitution du système immunitaire est reflétée par une recirculation des lymphocytes T dans 
le sang périphérique en provenance des tissus lymphoïdes (135, 136) et par un rétablissement 
des réponses T CD4+ spécifiques aux pathogènes opportunistes tels que le CMV et 
Mycobacterium tuberculosis (134). L’activation cellulaire chronique associée à l’infection à 
VIH-1 est aussi considérablement diminuée chez les patients sous HAART (137), ce qui 
contribue à prolonger la survie des lymphocytes T et à restaurer leur nombre. Malgré tout, la 
thérapie antirétrovirale actuelle ne permet pas d’éradiquer le virus et la cessation du traitement 
conduit à une remontée rapide de la charge virale. En effet, le virus continue de persister dans 
des réservoirs cellulaires sous forme latente, ce qui implique que les patients séropositifs 
doivent être traités à vie. Or, la nécessité d’un traitement à long terme engage un suivi médical 
important et favorise le risque d’apparitions de mutations de résistance face aux antirétroviraux 
(138, 139). Une stratégie d’éradication du VIH devrait donc inclure la réactivation des 
réservoirs viraux, par exemple grâce à l’utilisation des inhibiteurs de HDACs (section 1.5.2). 
Ces drogues ont toutefois souvent des effets toxiques aux concentrations nécessaires pour 
l’activation des réservoirs viraux et manquent de spécificité (89), les effets induits par 
l’inhibition d’une HDAC n’étant pas limités à l’expression des gènes du VIH, mais régulant 
aussi l’expression des gènes de l’hôte. Certains autres mécanismes pour activer le réservoir 
doivent donc être étudiés, notamment l’IL-7 qui permet de réactiver le virus dans une partie des 
cellules infectées de façon latentes, probablement en favorisant l’activation et la prolifération 
des cellules T naïves (140). Une autre difficulté afin d’éliminer le réservoir réside dans le fait 
que plusieurs de ces cellules sont localisées au niveau du cerveau, un réservoir anatomique 
difficilement pénétrable pour de nombreuses molécules thérapeutiques, notamment à cause de 
la barrière hémato-encéphalique (141). 
 
Parallèlement à la stratégie HAART, une avenue d’intérêt est le développement d’un vaccin 
efficace contre le VIH. En 2007, les essais cliniques du vaccin trivalent Gag/Pol/Nef de Merck 
ont été arrêtés lorsque les résultats ont révélé que la vaccination semblait associée avec un 
risque accru d’infection par le VIH chez certains patients (142, 143). Ce vaccin est basé sur la 
modification d’un adénovirus de type 5 qui pourrait être reconnu par des anticorps pré-existants 
chez un sujet précédemment infecté par ce virus. Or, le groupe de Kremer a montré que lorsque 
des anticorps contre l’adénovirus 5 sont combinés en culture au vaccin de Merck, il peut y avoir 
activation de plusieurs lymphocytes T, rendant ces cellules plus permissives à l’infection par le 
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VIH (144). En 2003, les résultats d’un autre essai clinique sur un vaccin de VaxGen avaient 
indiqué une protection partielle (145). Nommé AIDSVAX, ce vaccin est constitué de deux 
protéines gp120 recombinantes du VIH provenant de deux souches différentes. Les études n’ont 
pas montré de réduction significative de l’infection par le VIH sur le groupe des sujets vaccinés 
dans son entier, mais ont indiqué une différence significative chez certains groupes, par 
exemple chez les asiatiques (146). En 2009, le AIDSVAX a été combiné au ALVAC, un 
vecteur recombinant du virus de la variole du canari, dans le cadre d’un essai clinique en 
Thaïlande, ce qui a permis d’atteindre un taux de protection de 31.2% (147). 
 
Ces stratégies ont conduit récemment à des études plus approfondies de la caractérisation 
structurale des anticorps naturels neutralisants le VIH, tel l’anticorps VRC01 dirigé contre le 
site de fixation de la gp120 au CD4, une région hautement conservée de la gp120 (148). Une 
étude de Walker et al. parue en 2011 indique que l’utilisation d’un cocktail d’anticorps 
neutralisants permet la neutralisation d’une grande variété d’isolats viraux, et ce à des 
concentrations qui devraient s’avérer atteignables par vaccination (149). Des études portant sur 
des anticorps neutralisant spécifiques contre des régions conservées du VIH-1 sont 
présentement en cours pour le design d’un vaccin afin de limiter les possibilités d’échappement 
par mutation du virus (150, 151). Cependant, la façon d’éliciter efficacement la production de 
tels anticorps chez les patients reste à déterminer. Ainsi, l’éradication du VIH-1 nécessitera 
l’amélioration des stratégies thérapeutiques déjà à l’étude. 
 
1.7 Activation des lymphocytes T CD4+ 
L’activation des cellules T nécessite trois signaux distincts. Le premier signal est initié par 
la reconnaissance de peptides antigéniques par le TCR dans le contexte du CMH. La 
présentation des antigènes implique la capture et la fragmentation de protéines en peptides par 
des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) dont les principales sont les cellules dendritiques, 
les monocytes, les macrophages et les lymphocytes B (152, 153). Les peptides obtenus sont par 
la suite présentés par les CPA dans le contexte du complexe majeur d’histocompatibilité 
(CMH) à la surface cellulaire. Le complexe CMH-peptide peut alors être reconnu par le 
récepteur des cellules T (TCR) des lymphocytes T naïfs et mémoires. Les complexes peptides-
CMH de classe I et de classe II sont respectivement reconnus par les lymphocytes T CD8+ et T 
CD4+ (154). La reconnaissance antigénique assure que seule une cellule possédant un récepteur 
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T spécifique à l’antigène sera activée. Or, le TCR exprimé par une cellule T donnée est unique 
grâce au phénomène de recombinaison somatique, appelée recombinaison V(D)J, qui a lieu lors 
du développement des cellules T dans le thymus (155). Ces étapes de réarrangements successifs 
des segments qui font partie de la séquence génomique du TCR résultent en une grande 
variabilité génétique, notamment du domaine CDR (complementarity-determining region) du 
TCR, région formant l’interface de liaison du complexe CMH-peptide (156). Cette diversité 
procure aux lymphocytes T un large répertoire de TCR spécifiques à divers pathogènes. Le 
TCR est physiquement associé au CD3 dont la chaîne invariante ζ est primordiale pour relayer 
le premier signal nécessaire à l’activation des lymphocytes T (157). Le corécepteur CD4 va 
également se lier au complexe peptide-CMH et aider à la génération du signal (158). 
 
Le second signal essentiel est appelé « signal de costimulation » et est délivré par les CPA via 
l’expression de molécules de costimulation à la surface cellulaire qui se lient à des récepteurs 
du côté de la cellule T (159). Les ligands les plus étudiés sont les glycoprotéines CD80/B7-1 et 
CD86/B7-2 qui interagissent avec le récepteur CD28 (160). L’expression des molécules de 
costimulation à la surface des CPA est induite par la reconnaissance de motifs particuliers par 
les récepteurs de type PPRs qui informent ces cellules sur la présence de pathogènes (96). 
Toutefois, depuis 1999, un nouveau modèle de la régulation du système immunitaire appelé 
modèle du danger suggère la nécessité d’un troisième signal d’activation. Ce modèle présenté 
par Matzinger stipule que l’activation des CPA requiert un signal d’alarme provenant de 
cellules lésées telles celles exposées à des dommages mécaniques, à des toxines ou des 
pathogènes (161). La conception selon laquelle la réponse immunitaire se monte sur la base de 
la reconnaisse du soi versus le non-soi change ainsi drastiquement. Finalement, suite à 
l’activation des cellules T stimulées par ces signaux, de nombreuses cytokines sont produites 
dont entre autres l’IL-2 qui favorise la prolifération cellulaire. Ainsi, l’activation des 
lymphocytes T entraîne leur expansion clonale et leur différenciation (162). 
 
1.7.1 Synapse immunologique 
L’activation des lymphocytes T implique la réorganisation de plusieurs molécules à la 
surface et dans le cytosol de la cellule T et de la CPA qui interagissent pour former une jonction 
adhésive et stable appelée synapse immunologique (SI). Cette structure permet la 
communication entre la cellule T et la CPA en réponse à un antigène spécifique (163). La 
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formation d’une SI fonctionnelle requiert un réarrangement du cytosquelette et implique la 
formation de radeaux lipidiques où se localisent plusieurs protéines composantes de la SI (164). 
La liaison de faible affinité entre LFA-1 sur la cellule T et l’ICAM-1 sur la CPA représente la 
première interaction entre les 2 cellules. À la suite de la reconnaissance de l’antigène par le 
TCR, les composantes de la SI s’accumulent en un même endroit, à l’interface des 2 cellules, et 
un changement de conformation de LFA-1 qui augmente son affinité pour ICAM-1 resserre le 
contact entre les cellules. La SI est composée de complexes supramoléculaires d’activation 
(SMAC) que l’on peut diviser en 3 compartiments majeurs : le SMAC central (cSMAC) interne 
qui comprend les TCR en interaction avec les complexes peptides-CMH, le cSMAC externe qui 
est composé des molécules de costimulation (CD80/CD86), de leurs récepteurs (CD28) et des 
molécules nécessaires aux signaux de transduction, et finalement le SMAC périphérique 
(pSMAC) qui inclut les intégrines LFA-1 et leurs récepteurs ICAM-1, ainsi que la protéine du 
cytosquelette taline (164, 165). Un quatrième compartiment appelé SMAC distal (dSMAC) 
peut aussi être identifié et comprend notamment CD45 (166), une phosphatase importante dans 
le maintien de l’activation des kinases Scr qui sont nécessaires à la transduction du signal par le 
complexe du TCR (167). Cette partie de la SI pourrait aussi être impliquée dans la séquestration 
de régulateurs négatifs de l’activation cellulaire (168). Après un certain temps de contact entre 
la cellule T et la CPA, le TCR est internalisé et l’expression de LFA-1 est diminuée, ce qui 
déstabilise l’interaction entre les cellules. De plus, l’expression des molécules régulatrices 
CTLA-1 et PD-1 est augmentée à la surface de la cellule T. CTLA-4 interagit avec CD80 et 
CD86 avec une plus forte affinité que le CD28 pour envoyer des signaux inhibiteurs à la cellule 
T, tandis que PD-1 interagit avec son ligand PD-L1 et permet la déphosphorylation de plusieurs 
molécules de signalisation du TCR pour mettre fin au signal (169). Ainsi, la cellule T et la CPA 
se détachent et la cellule T activée peut proliférer et se différentier. 
 
1.8 Transmission du VIH-1 de cellule à cellule 
L’infection d’une cellule par le VIH peut se faire lorsqu’un virion libre rencontre une 
cellule cible, mais le virus peut aussi se transmettre par contact de cellule à cellule. Ce mode 
particulier de transmission représente pour le virus un bon moyen de promouvoir sa 
propagation et sa réplication et d’atteindre avec plus d’efficacité les sites riches en cellules 
permissives. Il existe deux formes majeures de transmission du VIH-1 de cellule à cellule, soit 
la transmission de CPA à cellule T ou de cellule T à une autre cellule T. Ces mécanismes 
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impliquent la formation de deux types de synapses semblables à la SI : la synapse infectieuse et 
la synapse virologique (SV). Ces synapses sont définies comme des jonctions adhésives entre 
cellules qui requièrent la réorganisation du cytosquelette d’actine et dans lesquelles les virus 
sont efficacement transmis d’une cellule dite « donneuse » à une cellule « receveuse » (170, 
171). La synapse infectieuse correspond à la transmission du virus à partir d’une cellule 
dendritique (DC) vers une cellule T (172), alors que la synapse virologique représente la 
transmission entre deux cellules T (170). 
 
1.8.1 Synapse infectieuse 
Les DCs sont les sentinelles du système immunitaire et ont un emplacement privilégié dans 
les muqueuses (173). Or, la transmission sexuelle via les muqueuses génitales ou rectales est de 
loin la voie d’infection la plus commune du VIH-1 (174). Les DCs situées à la porte d’entrée de 
l’infection jouent donc un rôle essentiel dans la dissémination du VIH-1 en capturant le virus 
puis en migrant vers les organes lymphoïdes secondaires où logent la majorité des cellules T 
(175). La lectine de type C (DC-SIGN) est une molécule de surface des DCs qui permet de 
capter le VIH et de le transporter (176) en plus d’accroître son infectiosité en augmentant 
l’exposition du site de liaison au CD4 de la protéine d’enveloppe virale (177). Les DCs peuvent 
aussi internaliser le virus et, bien qu’elles soient enrichies en compartiments pouvant induire la 
dégradation du VIH notamment pour la présentation antigénique, certains virions demeurent 
intacts. Une fois au niveau des organes lymphoïdes, les DCs entretiennent des contacts étroits 
avec les cellules T en formant des synapses immunologiques pour la présentation antigénique et 
l’activation cellulaire. Lors de cette rencontre, le virus préalablement internalisé par la DC ou 
demeuré à sa surface est relocalisé vers la jonction entre les 2 cellules. Du côté de la cellule T, 
les corécepteurs du virus CXCR4 et CCR5 s’accumulent à la synapse, ce qui favorise la 
dissémination du virus (172). L’interaction entre le virus et DC-SIGN permet aussi l’activation 
de facteurs cellulaires resserrant la synapse infectieuse et permettant une meilleure transmission 
virale (178). DC-SIGN peut ainsi favoriser la trans infection des cellules T et certaines études 
indiquent qu’il pourrait également faciliter l’infection en cis des DCs (179-181). 
 
En plus de la synapse infectieuse, les DCs peuvent transmettre le virus aux cellules T à l’aide 
d’élongations cellulaires appelées filopodes (182). Il a d’ailleurs été démontré que le VIH 
permet d’induire la formation d’extensions membranaires chez les DCs suite à la liaison de 
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l’enveloppe virale au DC-SIGN (183). La protéine virale Nef pourrait aussi être en partie 
responsable de l’induction des filopodes (184). Un autre mécanisme de transmission à distance 
du VIH impliquant des élongations cellulaires plus minces appelées nanotubes a également été 
découvert chez les DCs, les macrophages et les cellules T (185, 186). Les cellules infectées ou 
présentant des virions à leur surface peuvent transmettre le virus à plusieurs cellules 
simultanément via les synapses, les filopodes et les nanotubes, formant une structure 
appelée « poly-synapse » (187). 
 
1.8.2 Synapse virologique 
Dans le cas de la synapse virologique à proprement parler, c’est-à-dire de la transmission 
du virus d’une cellule T à une autre, il est connu que des cellules T infectées par le VIH-1 
peuvent rapidement polariser les récepteurs viraux de cellules T non infectées à leur interface 
suite au contact cellule-cellule (188). En effet, l’interaction de l’enveloppe virale sur une cellule 
infectée avec le CD4 et le corécepteur CXCR4 sur les cellules non infectées permet le 
recrutement de plusieurs récepteurs viraux et de LFA-1 en un amas supramoléculaire à la 
jonction (171). Plus récemment, il a été montré que les molécules d’adhésion intercellulaires 
(ICAM) 1 et 3 sont aussi enrichies à la SV et permettent, avec LFA-1 la formation de la 
jonction adhésive de la synapse (189). La transmission du VIH à la SV résulte de la sécrétion de 
virions dans la synapse par la cellule infectée. Lors de la formation de la SV, le centre 
d’organisation des microtubules (MTOC, microtubule organizing center) de la cellule infectée 
est réorienté à proximité de la jonction cellule-cellule. Les études suggèrent que le virus utilise 
ce réseau pour son transport intracellulaire vers la synapse (170, 190). Le mouvement des 
virions à travers la SV prend ainsi probablement la forme du bourgeonnement des virus dans ou 
près de la synapse, suivi par leur interaction avec les récepteurs viraux de la cellule non infectée 
qui sont concentrés à la jonction, ce qui résulte en la fusion à la membrane des cellules cibles 
(170). L’identification détaillée des molécules et des mécanismes impliqués dans la formation 
des synapses et de la transmission de cellule à cellule du VIH représente une avenue 
prometteuse de traitements pour limiter la dissémination du virus. 
 
1.8.3 Récepteurs de chimiokines 
Les récepteurs de chimiokines sont des récepteurs à 7 domaines transmembranaires et sont 
couplés aux protéines G (GPCR, G-protein coupled receptors) à leur extrémité C-terminale 
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intracellulaire. Ils sont nommés en fonction du type de chimiokines qu’ils lient, les deux 
principaux étant CCR pour l’interaction avec des ligands dont les deux premières cystéines sont 
adjacentes et CXCR pour ceux dont les chimiokines possèdent un acide aminé entre leurs deux 
premières cystéines (191). Il y a environ 2.5 fois plus de chimiokines que de récepteurs (192), 
ce qui implique que certains récepteurs peuvent interagir avec plus d’un ligand (e.g. CCL3, 
CCL4 et CCL5 pour CCR5). Il y a toutefois aussi des récepteurs qui reconnaissent la même 
chimiokine (e.g. CCL2 pour CCR2 et CCR4) (193, 194).  
 
La liaison des récepteurs de chimiokines avec leurs ligands induit des signaux intracellulaires 
qui influencent la migration des cellules et renforcent le signal d’arrêt pour favoriser l’adhésion 
et la migration transendothéliale (195). Par exemple, afin de capturer des antigènes, les DC 
immatures vont migrer vers les tissus périphériques enflammés en réponse aux chimiokines 
CCL3/MIP- 1α, CCL5/RANTES, CCL20/MIP-3α et CXCL8/IL-8 interagissant respectivement 
avec les récepteurs de chimiokines CCR2, CCR5, CCR6 et CXCR1 exprimés par ces cellules. 
Toutefois, suite à la maturation des DC, leur profil d’expression des récepteurs de chimiokines 
change et leur permet plutôt de migrer vers les organes lymphoïdes en réponse aux CCL21 et 
CCL19, ligands du récepteur CCR7, afin de présenter les antigènes aux cellules T (196, 197). 
De façon similaire, les récepteurs de chimiokines représentent des marqueurs identifiant les 
différentes sous-populations de cellules T naïves ou à polarisation et spécificité antigénique 
distinctes qui leur permettent de migrer vers des sites anatomiques spécifiques (198-200) 
(sections 1.9.1 à 1.9.5). Entre autres, le récepteur CCR5, aussi co-récepteur du VIH, régule 
l’infiltration des cellules T dans les intestins, site majeur de la réplication du virus (201). 
 
De plus, les chimiokines et leurs récepteurs peuvent agir comme des molécules de 
costimulation et favoriser l’activation cellulaire, notamment au niveau de la synapse 
immunologique (SI). En effet, durant la présentation antigénique, certains récepteurs de 
chimiokines dont le CCR5 et le CXCR4 sont recrutés à l’interface entre la CPA et la cellule T. 
Cette séquestration des récepteurs à la SI rend les cellules T moins sensibles aux autres 
chimiokines du microenvironnement et facilite la stabilité des conjugués CPA-cellule T, 
résultant en une activation et une prolifération accrue en réponse à l’antigène (202). 
L’implication du CCR5 et du CXCR4 dans la formation des synapses infectieuse (section 1.8.1) 
et virologique (section 1.8.2) dans le contexte de l’infection par le VIH augmente aussi la 
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transmission cellule-cellule du virus. Conséquemment, des stratégies visant à inhiber 
l’interaction de ces récepteurs avec leurs chimokines ligands ou avec le VIH permettraient (i) 
de diminuer la migration des cellules cibles vers les sites infectés pour empêcher la propagation 
du virus; (ii) de diminuer les niveaux d’activation des cellules T et donc leur susceptibilité au 
VIH; (iii) de diminuer la transmission cellule-cellule et (iv) même d’inhiber l’entrée des virions 
dans les cellules cibles en empêchant l’interaction des protéines d’enveloppe virale avec ces 
corécepteurs cellulaires. Le maraviroc, un antagoniste du CCR5, est d’ailleurs utilisé pour le 
traitement de plusieurs patients infectés par le VIH et permet une diminution rapide de la 
charge virale (132, 203). 
 
1.8.3.1 Récepteur de chimiokines CXCR6 
CXCR6 (Chemokine C-X-C motif receptor 6), aussi appelé Bonzo ou CD186, est un 
récepteur de chimiokines dont l’interaction avec son ligand, CXCL16, est impliquée dans 
l’activation et la rétention des cellules CXCR6+ dans les tissus (204). Le récepteur de 
chimiokines CXCR6 a été décrit comme un corécepteur mineur du VIH-1 et pourrait aussi 
participer dans la progression de l’infection par le VIH-1 via son rôle de médiateur de 
l’inflammation (205). L’expression de CXCR6 est régulée de façon coordonnée avec celle du 
corécepteur CCR5 du VIH sur les lymphocytes T CD4+ activés (204). De plus, le 
polymorphisme de CXCR6 est associé à une progression lente de la maladie chez les personnes 
infectées par le VIH (LNTP, long-term nonprogressors) (205, 206). L’interaction entre CXCR6 
et son ligand CXCL16 pourrait jouer un rôle dans le renforcement des interactions entre 
lymphocyte T et cellule présentatrice d’antigènes et ainsi contribuer à l’efficacité de la 
rencontre entre cellules T et DCs. CXCL16 est connu pour promouvoir la dissémination du 
VIH dans les cellules T CD4+ (207, 208) et est exprimé dans la médullaire thymique et les 
plaques de Peyer (209). Il est également constitutivement exprimé sur les DCs CD11c+ isolées 
à partir de la rate et des ganglions lymphatiques (210) et par les monocytes CD16+, une sous-
population de monocytes pro-inflammatoires qui se voit augmenter au cours de l’infection à 
VIH (211, 212). Les monocytes CD16+, mais pas les CD16-, sont des précurseurs d’une sous-
population de cellules dendritiques uniques qui favorisent la trans infection des cellules T 
CD4+ en produisant des ligands de CCR3 et CCR4 (211). De la même façon, l’interaction des 
monocytes CD16+ avec des lymphocytes T activés via CXCL16 et CXCR6 pourrait favoriser la 
transmission de cellule à cellule du VIH. 
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1.9 Hétérogénéité fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ 
La réponse immunitaire face à un pathogène particulier doit permettre d’induire des 
fonctions effectrices spécifiques afin de l’éliminer de l’hôte. Ainsi, suite à la présentation 
antigénique et à l’activation cellulaire, les lymphocytes T CD4 auxiliaires (Th, T helper) 
peuvent se différencier en diverses sous-populations ou lignées cellulaires effectrices dont font 
partie les cellules Th1, Th2, Th17, Th1Th17 et Treg (199, 200). Chaque lignée est caractérisée 
par un profil particulier d’expression de facteurs de transcription, de récepteurs (e.g. récepteurs 
de chimiokines) et de cytokines lui conférant un rôle précis dans l’établissement et le contrôle 
de la réponse immune (Figure 5). Par exemple, les cellules Treg (T régulatrices) ont un rôle 
important dans le maintien de l’homéostasie du système immunitaire en contrôlant l’amplitude 
de la réponse des autres cellules effectrices (213). 
 
La différenciation en une sous-population ou une autre dépend grandement de l’environnement 
cytokinique dans lequel elle a lieu (214), ainsi que de la force de l'interaction entre le TCR et le 
complexe peptide-CMH (215). D’abord décrit comme un processus unidirectionnel et non 
réversible, la différenciation des cellules Th nécessite en fait un contrôle transcriptionnel 
impliquant des modifications épigénétiques plus ou moins stables, ce qui résulte en une certaine 
plasticité des différents profils de polarisation (216). En effet, les changements dans la structure 
de la chromatine induits par la méthylation ou l’acétylation des histones liées à l’ADN sont 
étroitement couplés aux profils d’expression géniques (214, 217) et sont influencés par de 
multiples voies de signalisation cellulaires elle-mêmes régulées par le microenvironnement. Par 
exemple, des cellules Th17 stimulées par l’IL-12 peuvent se convertir à un profil Th1 et des 
cellules Th2 mise en présence de TGF-β pourraient produire de l’IL-9, une cytokine non 
associée au profil classique des Th2 (216). Ainsi, l’hétérogénéité fonctionnelle et la plasticité 
des cellules T sont des déterminants majeurs de la spécificité et de l’efficacité de la réponse 
immunitaire. 
 
1.9.1 Marqueurs de cellules T auxiliaires 
Les cellules T auxiliaires, ou lymphocytes T CD4+, sont d’abord caractérisées par leur 
expression des glycoprotéines CD3 et CD4, ainsi que par la présence des récepteurs de cellules 
T (TCR) qui leur permettent de reconnaître les antigènes présentés dans le contexte du CMH de 
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classe II (voir section 1.7). Toutes les cellules Th expriment aussi le CD28 (à l’exception des 
cellules différenciées de façon terminale ou sénescentes) et le CD45 (isoforme CD45RA pour 
les cellules naïves et RO pour les cellules mémoires) impliqués dans l’activation cellulaire, 
ainsi que le CD25, récepteur de l’IL-2, important pour la prolifération (82, 107). L’expression 
des molécules d’adhésion dépend de l’état d’activation; les cellules quiescentes expriment entre 
autres la L-sélectine (CD62L) qui favorise la localisation aux organes lymphoïdes (218), alors 
que les cellules activées expriment plutôt une forme clivée de l’intégrine VLA-4 pour retenir les 
cellules aux sites d’inflammation (219, 220).  
 
Les récepteurs de chimiokines peuvent aussi représenter des marqueurs de surface pour des 
sous-populations lymphocytaires à stades d’activation et de différenciation et de fonctionnalités 
distinctes. Par exemple, le récepteur CCR7 identifie des cellules T naïves (TN) et mémoires 
centrales (TCM) (221) à potentiel de migration vers les ganglions lymphatiques, ceux-ci 
exprimant de façon préférentielle les ligands de CCR7 (CCL19, CCL21) (222), tandis que les 
cellules T effectrices (TEM) expriment plutôt des marqueurs de migration les dirigeant vers les 
tissus enflammés (223). De plus, les cellules TCM ou TEM à profil de polarisation Th1, Th2, 
Th17 ou Th1Th17 peuvent être identifiées par leur expression différentielle des récepteurs de 
chimiokines CCR4, CXCR3 et CCR6 (199, 200) (Figure 5). Ces trois récepteurs sont des 
marqueurs de migration vers des tissus spécifiques; CCR4 favorise la migration vers la peau 
(224), alors que CXCR3 et CCR6 favorisent la localisation à l’intestin (225, 226). De plus, il a 
été démontré par notre groupe que ces sous-populations T auxiliaires présentent différents 
degrés de permissivité à l’infection par le VIH-1 (227) (Figure 5). 
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Figure 5. Caractéristiques de quatre sous-populations de lymphocytes T auxiliaires. Profil 
d’expression différentielle des récepteurs de chimiokines, de l’intégrine α4β7 et des facteurs de 
transcription des cellules T auxiliaires Th1, Th2, Th17 et Th1Th17. Les principales chimiokines 
produites (à l’extérieur), ainsi que la permissivité aux souches X4 et R5 du VIH-1 (au centre) 
sont aussi indiquées pour chaque sous-population. Adapté de Gosselin et al. (227). 
  
1.9.2 Th1 
L’IL-12, produit par les DCs en présence de certains pathogènes, induit la production de 
l’IFN-γ par le système immunitaire innée. Ensemble, ces deux cytokines stimulent l’expression 
du facteur de transcription T-bet dans les lymphocytes T CD4+ naïves et favorisent leur 
différenciation en cellules à profil de polarisation Th1 (228, 229). Les cellules Th1 produisent 
de l’IFN-γ, créant une boucle de rétroaction positive pour leur différenciation, de l’IL-2, ainsi 
que du TNF-α et de la lymphotoxine qui eux favorisent la production de molécules ayant des 
activités antimicrobiennes (e.g. monoxyde d’azote) (230). En 2004, Rivino et collègues ont 
identifié le récepteur CXCR3 comme un marqueur de cellules mémoires pré-Th1 sécrétant de 
l’IFN- γ, tandis que le CCR4 a été associé aux cellules pré-Th2 (199). Plus tard, l’expression du 
CCR6 a aussi été employée afin de distinguer d’autres sous-populations lymphocytaires (200). 
Les Th1 sont ainsi caractérisées par un phénotype CCR4- CXCR3+ CCR6-. 
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Les cellules Th1 permettent principalement le contrôle des pathogènes intracellulaires (e.g. 
cytomégalovirus (CMV)) en induisant une réponse à médiation cellulaire, soit en favorisant 
l’activation des macrophages pour stimuler leur activité microbicide (231) soit en participant à 
l’activation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (230, 232). Les cellules Th1 peuvent 
toutefois être impliquées aussi dans l’établissement de la réponse humorale en stimulant la 
production des anticorps par les lymphocytes B (233). Durant plusieurs années, la réponse Th1 
et la production d’IFN-γ ont été associées au développement de diverses maladies 
autoimmunes, dont l’arthrite rhumatoïde. Plus récemment, leur implication dans ces pathologies 
a toutefois été remise en doute, suggérant plutôt un rôle immunomodulatoire de l’IFN-γ avec à 
la fois une activité pro et anti-inflammatoire (233, 234). Malgré une expression modérée des 
corécepteurs du VIH CCR5 et CXCR4, les cellules à profil Th1 sont relativement résistantes à 
la réplication du VIH et leur fréquence dans le sang périphérique est maintenue chez des 
individus infectés chroniquement et sous thérapie antirétrovirale (227). 
 
1.9.3 Th2 
La réponse à profil Th2 est généralement impliquée dans la médiation de la défense contre 
les parasites extracellulaires (e.g. helminthes) (235). La différenciation de ces cellules requiert 
la présence d’IL-4 et d’IL-2 afin d’induire l’expression du facteur de transcription GATA-3 
(236, 237). Une fois différenciées, les cellules Th2 produisent principalement de l’IL-4 et IL-5, 
mais aussi de l’IL-9, l’IL-10, l’IL-13 et l’IL-25 (238). Les Th2 peuvent stimuler la réponse 
humorale avec une efficacité de 5 à 10 fois supérieure aux Th1 (233). L’IL-4 participe à une 
boucle de rétroaction positive dans la différenciation des cellules Th2, en plus de favoriser la 
commutation de classe des IgE (immunoglobulines E) dans les lymphocytes B (239). L’IL-5 
joue un rôle majeur dans le recrutement des cellules éosinophiles pour lutter contre les parasites 
et l’IL-13 est efficace pour expulser les helminthes. L’IL-25 favorise l’amplification de la 
réponse Th2 et peut induire diverses chimiokines dont CCL5 et CCL11 qui participent au 
recrutement des éosinophiles (238). Les Th2 sont cependant impliquées dans l’induction et la 
persistance de l’asthme et de certaines allergies. Entre autres, l’IL-9 induit la production de 
mucine par les cellules épithéliales lors de réactions allergiques (240).  
 
Le CCR5 est très faiblement exprimé par les cellules à profil de polarisation Th2, tandis que le 
CXCR4 est exprimé et ce de façon similaire aux autres sous-populations T auxiliaires. 
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Conséquemment, ces cellules sont résistantes à l’infection par les souches virales  à tropisme 
R5, mais permissives aux souches à tropisme X4 (Figure 5) et leur fréquence est altérée chez 
les sujets infectés par le VIH avec ou sans thérapie antirétrovirale (227). Finalement, les 
cellules Th2 peuvent être identifiées par leur phénotype d’expression des récepteurs de 
chimiokines, i.e. CCR4+ CXCR3- CCR6- (199, 200). L’expression du CCR3, dont CCL5 et 
CCL11 font partie des ligands, a également été associée aux cellules de type Th2 (241). 
 
1.9.4 Th17 
En 2005, deux groupes de chercheurs indépendants ont identifié des cellules T CD4+ 
différant des cellules Th1 et Th2 classiques car ne produisant ni l’IFN-γ ni l’IL-4, ces deux 
cytokines inhibant même la différenciation de cette sous-population qui produit plutôt 
principalement de l’IL-17 (242, 243). Ces cellules, de ce fait nommées Th17, expriment de 
faibles niveaux des facteurs de transcription T-bet et GATA-3, se différenciant plutôt sous 
l’influence du facteur RORγt (244). L’expression de RORγt serait induite lorsque l’activation 
des cellules se fait en présence d’IL-6 et de TGF-β (245). Certaines études indiquent plutôt que 
l’IL-1β (246) ou l’IL-21 (247) auraient un rôle important dans la différenciation Th17. En plus 
de l’IL-17a et IL-17f, les cellules à profil Th17 produisent du CCL20, de l’IL-21 et de l’IL-22. 
L’IL-17a et IL-17f permettent le recrutement et l’activation des neutrophiles afin de monter une 
défense principalement dirigée contre les infections fongiques (e.g. Candida albicans) ou 
certaines bactéries extracellulaires (238). Ces deux cytokines stimulent les cellules épithéliales 
à produire des défensines (peptides antimicrobiens), de l’IL-8 participant à l’activation des 
neutrophiles et du CCL20 (248-250). Le CCL20 favorise le recrutement des cellules exprimant 
le récepteur de chimiokines CCR6, dont les Th17, (251), tandis que l’IL-21 renforcerait la 
réponse Th17 en favorisant la différenciation vers ce profil de polarisation (252). L’IL-23 
produit par les DC et les macrophages activés est d’ailleurs aussi important pour le maintien des 
cellules à profil Th17 après la différenciation (253, 254). Quant à l’IL-22, il stimule les cellules 
épithéliales à produire une variété de molécules antibactériennes (e.g. lipocaline 2 et 
défensines) et il peut renforcer les barrières mucosales en stimulant la production de mucine 
(255, 256). 
 
Les cellules à profil Th17 sont de phénotype CCR4+ CXCR3- CCR6+ (200). Elles expriment 
aussi l’intégrine α4β7, une molécule qui permet l’adhésion à l’adressine vasculaire des 
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muqueuses MAdCAM-1 et qui favorise la localisation et la rétention des cellules dans les 
plaques de Peyer et la lamina propria intestinale (257), sites majeurs de réplication du VIH chez 
les individus infectés (258). Les Th17 expriment les corécepteurs du VIH CCR5 et CXCR4 et 
sont hautement permissives à l’infection par les souches virales à tropisme R5 et X4. La 
fréquence des Th17 dans le sang périphérique est diminuée chez les sujets infectés par le VIH 
(227). Ces cellules sont aussi diminuées en fréquence dans les intestins et leur déplétion est 
associée à la translocation microbienne, phénomène impliqué dans l’état d’activation chronique 
lié à la progression de la maladie (259). 
 
1.9.5 Th1Th17 
En 2007, Acosta-Rodriguez et al. ont identifié les récepteurs de chimiokines CXCR3 et 
CCR6 comme marqueurs d’une sous-population lymphocytaire n’exprimant pas le CCR4, et 
produisant de l’IFN-γ et de l’IL-17. Ces cellules expriment de plus les facteurs de transcription 
T-bet, associé aux Th1, et RORγt, associé aux Th17 et ont donc été appelées Th1Th17. Les 
Th1Th17 prolifèrent et produisent des cytokines entre autres en réponse au Mycobacterium 
tuberculosis (200). Tout comme les cellules Th17, elles expriment l’intégrine α4β7, les 
corécepteurs du VIH CCR5 et CXCR4 et sont permissives aux souches virales à tropisme R5 et 
X4. Leur fréquence est aussi diminuée chez les sujets infectés par le VIH (227). 
 
1.10 Facteurs influençant la permissivité au VIH 
Le VIH encode seulement 15 protéines et doit donc exploiter de multiples fonctions de la 
cellule hôte pour compléter son cycle infectieux. En 2008, Brass et collègues ont réalisé une 
étude à grande échelle de criblage par ARN interférents sur une lignée cellulaire HeLa modifiée 
pour exprimer le récepteur CD4, et ce afin de connaître les facteurs cellulaires requis à 
l’infection par le VIH. Ils ont ainsi identifié plus de 250 facteurs de dépendance du VIH (HDF, 
HIV-dependency factors) dont le récepteur CD4, les co-récepteurs CXCR4 et CCR5, la 
transportine TNPO3 et des protéines des voies de signalisation NF-kB et CREB (Figure 6) 
(260). La même année, deux autres études du génome entier portant sur les facteurs influençant 
l’infection par le VIH ont été menées (261). L’équipe de Konig a utilisé des cellules 293T 
(cellules embryonnaires de rein) transformées et un virus pseudotype réplication incompétent 
arborant l’enveloppe du VSV-G (262). Ainsi, ce criblage visait à identifier seulement des 
facteurs cellulaires influençant les étapes précoces du cycle viral à l’exception de l’entrée du 
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virion. Les cellules ont été transfectées avec des ARN interférents dirigés contre un total de 
20,000 gènes, ce qui a permis d’identifier 2 400 gènes candidats parmi lesquels des gènes 
codant pour des protéines du cytosquelette, des protéines liant les acides nucléiques et même 
des composantes de la réponse aux dommages de l’ADN. Le troisième criblage a été réalisé par 
Zhou et al. avec les mêmes cellules que l’équipe de Brass en utilisant une banque d’ARN 
interférents et un virus compétent pour la réplication (263). En observant la réplication 48h et 
96h après l’infection, ils ont identifié un peu plus de 900 gènes régulant la réplication du virus, 
incluant des composantes liées à la voie de signalisation NF-κB, aux fonctions mitochondriales 
et au métabolisme énergétique. Ils ont notamment identifié SERPINB6 (serpin peptidase 
inhibitor, clade B, member 6), une protéine qui protège les cellules contre les lésions ou la mort 
cellulaire induite par les protéases en inhibant leur activation (264). Cette molécules apparaît 
également dans les résultats significatifs de nos études par biopuce ADNc (sections 4.2, 4.3 et 
5.2). De telles études représentent un grand intérêt afin de développer des stratégies de lutte 
contre l’infection en interférant avec des molécules cibles de l’hôte. 
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Figure 6. Modèle du rôle des facteurs de dépendance (HDF, HIV dependency factor) du 
VIH dans le cycle de réplication viral. Chaque HDF a été placé à la ou les positions où il est 
le plus susceptible d’interférer avec le cycle de réplication du VIH. Sont indiqués les HDF 
identifiés par Brass et al. (en rouge et en bleu), les HDF identifiés par des études précédentes 
(en vert), les molécules non détectées dans le criblage, mais présentant des interactions d’intérêt 
(en gris) et les protéines du VIH (en noir). Tiré de Brass et al. (260) et reproduit avec la 
permission de American Association for Advancement of Science, copyright 2008. 
 
1.10.1 Voie de signalisation NF-κB 
NF-κB (Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) est un facteur 
de transcription ubiquitaire, mais dont le rôle central est observé dans les cellules du système 
immunitaire et qui joue un rôle crucial dans l’activation des lymphocytes T (265, 266). Le 
terme NF-κB désigne en fait un complexe protéique généralement formé par l’hétérodimère 
p50 et RelA (p65). Découvert en 1986 par l’équipe de David Baltimore (267), cette molécule 
régule la transcription de plus d’une centaine de gènes cibles (268). En réponse à une variété de 
stimuli, tels que des cytokines, des agents bactériens ou viraux et des signaux de stress, le 
complexe cytoplasmique formé par NF-κB(p50/p65)/IκB est activé par phosphorylation, ce qui 
entraîne IκB vers l’ubiquitination et la dégradation, tandis que NF-κB est relâché et transloqué 
vers le noyau où il peut interagir avec des séquences spécifiques sur l’ADN pour promouvoir la 
transcription via le domaine TAD (Transactivation Domain) de p65 (269-271). 
 
La voie de signalisation NF-κB représente une cible attrayante pour les agents pathogènes étant 
donné que son activation est rapide, ne requiert pas de synthèse de novo et induit une forte 
stimulation de la transcription des gènes interagissant avec son domaine de liaison à l’ADN. De 
plus, les gènes cibles de NF-κB, (e.g. cytokines, facteurs de croissance, proto-oncogènes) ont 
des effets majeurs sur le cycle cellulaire et le contrôle de l’apoptose que certains virus peuvent 
exploiter pour mieux se répliquer et/ou pour échapper aux mécanismes de défense de l’hôte 
(272). Or, le VIH-1 possède un ou des sites de liaison de haute affinité pour NF-κB dans sa 
séquence LTR, à proximité du site d’initiation de la transcription (273). L’activation de la voie 
NF-κB permet donc d’aider à la transcription des gènes viraux. L’organisation du LTR dans les 
différents sous-types du VIH-1 influence grandement l’expression des gènes viraux et la 
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réplication du virus. Par exemple, le sous-type C (prédominant en Afrique) contient trois sites 
de liaison NF-κB et a une plus forte activité de transactivation que les autres sous-types qui en 
ont généralement deux ou un dans le cas du sous-type E (272). 
 
D’un autre côté, dans les cellules immunitaires non activées, les homodimères NF-κB p50/p50 
sont prédominants dans le noyau. Ceux-ci ne comportent pas de séquences TAD, mais peuvent 
interagir avec les promoteurs de certains gènes comportant des séquences de liaisons à NF-κB 
et y recruter des histones déacétylases (HDACs), ce qui résulte en un changement de 
conformation de la chromatine et une baisse de l’activité transcriptionnelle des gènes cibles 
(274). Cette activité participe au développement de la latence du VIH (section 1.5.2) dans 
certaines cellules. L’activation de la voie NF-κB permet par contre aux hétérodimères p65/p50 
de déplacer les dimères p50/p50 et les HDACs associées du LTR et de favoriser une activité 
histone acétylase (HAT) pour relancer la transcription virale (87). Cette balance entre la 
réplication efficace et l’établissement de la latence du VIH contrôlée par la voie NF-κB fait de 
cette molécule une cible d’intérêt pour des stratégies de traitement de l’infection. 
 
1.10.2 TREX1 
Les processus de réplication, réparation et recombinaison de l’ADN dans les cellules 
humaines requièrent souvent l’excision de nucléotides en position 3’ terminale. Pour ce faire, 
les cellules sont dotées de plusieurs exonucléases dites 3’-5’. En 1999, Mazur et Perrino ont 
identifié une nouvelle exonucléase 3’-5’ qu’ils ont nommée TREX1 (Three prime repair 
exonuclease 1) (275, 276). La même année, TREX1 a également été isolée par Hoss et al. sous 
l’appellation DNase III (277). En 2006, le groupe de Judy Lieberman a identifié TREX1 
comme faisant partie du complexe SET (Suppressor of variegation, Enhancer of zeste, and 
Trithorax). TREX1 et SET interagissent dans le cytoplasme et sont transloqués ensemble vers 
le noyau pour détruire l’ADN en réponse à la génération de superoxyde lors de la mort 
cellulaire médiée par le granzyme A (278). En utilisant la spectrométrie de masse et des études 
par biopuces, Stetson et al. ont identifié TREX1 comme étant impliqué dans la reconnaissance 
de l’ADN stimulant l’interféron (ISD, interferon stimulatory DNA). TREX1 régule 
négativement la production d’IFN IRF3-dépendante en réponse à de l’ADN cytosolique. En 
effet, de simples brins d’ADN provenant de rétroéléments endogènes s’accumulent dans les 
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cellules Trex1-/-,  alors que la présence de TREX1 permet leur dégradation. Stetson a ainsi 
conclu que TREX1 représente un mécanisme pour empêcher l’auto-immunité provoquée par 
des rétroéléments endogènes (279). En 2008, l’équipe de Judy Lieberman a montré que le VIH-
1 induit l’IFN de type 1 dans des cellules TREX1 KO, mais qu’il ne parvient pas à l’induire en 
présence de l’exonucléase. Des études d’immunoprécipitation ont aussi montré que TREX1 
interagit avec l’ADN du VIH, mais pas avec son ARN (280). Pour déterminer l’importance de 
TREX1 dans le contexte de l’infection par le VIH-1, le laboratoire de Lieberman a conduit des 
études d’ARN interférence de TREX1 in vivo dans des souris humanisées. En inhibant 
l’expression de TREX1 dans les cellules CD4+, Lieberman et al. ont observé une diminution de 
la transmission du virus et ont montré que TREX1 inhibe l’induction de l’IFN durant l’infection 
par le VIH en dégradant des fragments d’ADN rétrotranscrits qui autrement s’accumuleraient 
dans le cytoplasme (281). Ainsi, TREX1 aide le VIH à éviter la détection par une voie de 
reconnaissance d’ADN de l’immunité innée (282). 
 
1.10.3 Facteurs de restriction 
Les cellules humaines ont développé des mécanismes de résistance intracellulaires afin de 
restreindre les infections virales, entre autres face aux rétrovirus, dont le VIH. Ces facteurs de 
restriction (e.g. APOBEC3G, TRIM5α, Tétherine, SAMHD1) visent l’inhibition de certaines 
étapes spécifiques dans le cycle de réplication viral et sont généralement considérés comme 
faisant partie de l’immunité innée. Toutefois, la pression de sélection subie par le VIH, ainsi 
que son grand potentiel de mutation permet souvent au virus de développer des mécanismes de 
résistance face aux défenses de l’hôte. 
 
1.10.3.1 APOBEC3G 
Lorsque le virus du VIH est déficient en la protéine virale Vif (∆vif), des virions non 
infectieux sont produits par les cellules T primaires humaines, ainsi que par différentes lignées 
cellulaires incluant les CEM, une lignée de cellules lymphoblastiques dérivées d’un cas de 
leucémie (283). En 2002, afin de d’identifier des gènes qui pourraient procurer une activité 
antivirale aux cellules hôtes en absence de Vif, le groupe de M. H. Malim a recouru à une 
stratégie de soustraction d’ADNc basée sur la PCR dans laquelle des cellules permissives 
(CEM-SS) sont comparées à des cellules non-permissives (CEM) à l’infection par un virus ∆vif 
(284). Cette technique leur permis d’identifier un ADNc de 1.5 kb, gène auquel ils attribuèrent 
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le nom de CEM15 (285). Or, la séquence de l’ARNm de CEM15 est identique à celle 
d’APOBEC3G (Apoplipoprotein B mRNA-editing, enzyme-catalytic, polypeptide-like 3G) qui 
fut décrite la même année par Jarmuz et al. (286). L’année suivante, en utilisant un système 
basé sur le virus de la leucémie murine (MLV), le laboratoire de M. H. Malim a montré 
qu’APOBEC3G est une cytidine déaminase, c’est-à-dire qu’elle désamine les cytidines pour en 
faire de l’uridine, ce qui résulte en des hypermutations de guanosines à adénosines dans l’ADN 
(287). Cette enzyme peut ainsi altérer l’ADN viral et compromettre sa réplication, et ce sans 
altérer l’ADN de l’hôte étant donné la rétention d’APOBEC3G au cytoplasme (288). 
APOBEC3G peut être incorporée dans le virion et nuire à la transcription inverse dans la 
prochaine cellule infectée (287). Cependant, la protéine virale Vif peut recruter une E3 
ubiquitine ligase pour induire la polyubiquitination et la dégradation protéosomale 
d’APOBEC3G, empêchant son incorporation dans les virions (23, 285). 
 
1.10.3.2 TRIM5α et TRIM22 
De 1999 à 2003, plusieurs études ont montré que le VIH peut efficacement infecter les 
cellules de nombreuses espèces de mammifères, mais pas celles d’un groupe de primates appelé 
les Cercopithécidés ou singes de l’Ancien monde (Old World monkeys) (289-291). En 2004, 
pour déterminer si un facteur de restriction du VIH espèce-spécifique explique cette résistance à 
l’infection, l’équipe de Joseph Sodroski a utilisé un vecteur viral pour transduire des cellules 
HeLa susceptibles au VIH-1-GFP pseudotypé VSVG avec une banque d’ADNc préparé à partir 
de fibroblastes pulmonaires de singes rhésus macaques (292). De ces cellules transduites, deux 
clones HeLa se sont montrés résistants à l’infection par le VIH-GFP, mais susceptibles au SIV-
GFP. Un insert d’ADNc commun à ces deux clones fut identifié comme correspondant au 
TRIM5α (Tripartite Motif-containing protein 5, isoform alpha) du rhésus macaque (TRIM5αrh). 
Ce gène code pour une protéine membre de la famille tripartite motif, définie par la présence de 
trois domaines distincts dont un domaine RING impliqué dans l’ubiquitination (293).TRIM5α 
est exprimé de manière constitutive dans plusieurs tissus et peut être induit par l’interféron 
(294). Une analyse par PCR de l’ADNc viral à différents temps d’infection dans les clones 
HeLa résistants a révélé une perturbation de la synthèse d’ADNc viral, indiquant un blocage du 
cycle viral avant ou lors de l’étape de rétrotrasncription. En produisant des virions VIH-GFP 
présentant la capside virale du SIV, Sodroski et al. ont observé une perte de l’activité antivirale 
du TRIM5αrh, proposant l’existence d’une barrière espèce-spécifique à la restriction par 
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TRIM5α; la capside du VIH-1 est reconnue par le TRIM5α simien, mais elle ne l’est pas par la 
version humaine (TRIM5αhu). En effet, en 2006, Sodroski et collègues ont montré que 
TRIM5αrh, mais pas TRIM5αhu, reconnaît des motifs dans les protéines de la capside du VIH-1 
et restreint l’infection en interférant avec la décapsidation du virus via la dégradation rapide de 
la capside (295). 
 
Moins documenté et pourtant décrit avant TRIM5α, TRIM22 (ou Staf50, Stimulated trans-
acting factor of 50kDa) a été identifié pour la première fois en 1995 par Tissot et Mechti. 
L’expression de TRIM22 est induite par l’IFN de type 1 et de type 2 et permet de limiter la 
transcription du VIH médiée par la région du promoteur viral LTR (296). En 2011, l’équipe de 
Vicenzi a observé cette inhibition avec des construits LTR ne possédant pas de sites de liaison à 
NF-κB, suggérant que TRIM22 inhibe la transcription du VIH de façon NF-κB indépendante 
(297). D’un autre côté, Barr et collègues ont noté une accumulation de la polyprotéine Gag au 
cytoplasme de cellules infectées dépendante de la présence de TRIM22. Par des expériences 
utilisant des ARN précurseurs en épingles à cheveux (shRNA, short hairpin ribonucleic acid) 
dirigés ou non contre TRIM22, ils sont parvenus à observer l’inhibition de la relâche des virions 
à des niveaux d’expression physiologiques de TRIM22 lorsque les cellules sont en présence 
d’IFN-β, illustrant une des voies par lesquelles l’IFN de type 1 permet de limiter la réplication 
du VIH (298). 
 
1.10.3.3 Tétherine 
L’expression de divers facteurs de restriction, dont APOBEC3G et TRIM5α, peut être 
régulée par l’interféron (299, 300). Pourtant, dès 1989, l’effet le plus observé de l’IFNα sur la 
réplication du VIH-1 est l’inhibition de la relâche des virions à partir de la cellule infectée (301, 
302). Or, il a aussi été montré que la protéine virale Vpu facilite la relâche des particules virales 
et que l’absence de Vpu peut résulter en une accumulation des virions à la membrane des hôtes 
(303, 304). En 2006, Bieniasz et al. observent que les particules qui s’accumulent à la surface 
des cellules infectées par le VIH-1 ∆vpu sont des virions matures et qu’ils peuvent être retirées 
par un traitement de protéases, ce qui laisse suggérer qu’une protéine de l’hôte s’attache aux 
virions et à la membrane plasmique cellulaire pour empêcher la relâche virale (305). L’année 
suivante, à l’aide de la microscopie électronique, le même groupe parvient à visualiser des liens 
moléculaires entre les virions et la surface de cellules infectées (306). Bieniasz et collègues 
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nomment ce nouveau facteur de restriction tétherine (de tether en anglais, pour « attacher »). En 
2008, les groupes de Bieniasz et de Guatelli identifient indépendamment la tétherine comme 
étant une protéine membranaire encodée par le gène BST2 (Bone marrow stromal cell antigen 
2) (307, 308). La protéine virale Vpu peut neutraliser ce facteur de restriction en diminuant 
l’expression de la tétherine à la surface  cellulaire. En effet, Vpu séquestre la tétherine au 
niveau des endosomes et mène à sa dégradation par les lysosomes (309, 310). 
 
1.10.3.4 SAMHD1 
Les DCs et à un moindre degré les macrophages sont grandement réfractaires à une 
infection naturelle par le VIH-1 grâce à un mécanisme de restriction interférant avec la 
rétrotranscription pour la synthèse de l’ADNc viral (311, 312). Or, il a été montré que l’ajout de 
la protéine virale Vpx du VIH-2 lors d’une infection par le VIH-1 est critique pour l’infection 
productive des macrophages primaires (313). En 2011, dans le but d’identifier un nouveau 
facteur de restriction pouvant être surmonté par Vpx, les équipes de Benkirane et Skowronski 
ont parallèlement conduit des études d’immunoprécipitation afin d’identifier des molécules 
interagissant directement avec Vpx ou avec CRL4, une protéine déjà identifiée comme 
s’associant avec Vpx (314, 315). Parmi les candidats les plus abondants, les deux laboratoires 
ont identifié SAMHD1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1), une protéine 
spécifiquement exprimée dans des cellules non permissives au VIH-1 tels que les cellules 
dendritiques et les macrophages (314). L’étude de Skowronski et collègues a montré que Vpx 
conduit SAMHD1 à interagir avec une E3 ubiquitine  ligase pour induire sa dégradation par le 
protéasome, abolissant du même coup la résistance de la cellule à l’infection (315). La même 
année, Webb et al. ont décrit SAMHD1 comme ayant une activité déoxynucléotide 
triphosphohydrolase, c’est-à-dire pouvant convertir les déoxynucléotides triphosphates (dNTP) 
en déoxynucléotides et en triphosphates. Le groupe de Webb a alors proposé un mécanisme de 
restriction selon lequel SAMHD1 restreint la réplication du VIH-1 par l’hydrolyse d’une grande 
proportion des dNTP cellulaires, inhibant la transcription inverse du génome viral (316). En 
2012, en mesurant les pools de dNTP intracellulaires dans les cellules myéloïdes humaines, le 
laboratoire de Margottin-Goguet a confirmé que SAMHD1 permet de diminuer la concentration 
en dNTP à un niveau insuffisant pour supporter la transcription inverse, proposant que 
l’appauvrissement en nucléotide représente un mécanisme général pour la protection des 
cellules contre divers agents infectieux se répliquant pas un intermédiaire ADN (317). 
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2. HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 
Ce projet de maîtrise se base sur les observations précédentes de notre laboratoire démontrant le 
fait que les différentes sous-populations de cellules T CD4+ mémoires sont hétérogènes du 
point de vue permissivité à l’infection par le VIH-1. Ainsi, au laboratoire il a été démontré que 
les cellules à profil de polarisation Th1Th17 (phénotype CXCR3+CCR6+) sont permissives 
alors que les cellules Th1 (phénotype CXCR3+CCR6-) sont résistantes à l’infection par le VIH 
(227, 318). Étant donné que la réplication du VIH dans les cellules cibles dépend de plusieurs 
facteurs cellulaires agissant à différentes étapes du cycle viral (section 1.10), nous avons émis 
l’hypothèse selon laquelle les cellules Th1Th17 et Th1 expriment  un ensemble de facteurs 
respectivement de permissivité et de résistance à l’infection par le VIH. Pour l’identification de 
ces facteurs, nous avons utilisé une approche systématique (technologie de biopuces ADNc; 
Affymetrix) pour comparer le transcriptome des cellules Th1Th17 et Th1 au niveau du génome 
entier. 
 
Ainsi notre objectif principal a été d’identifier des signatures transcriptionnelles au niveau du 
génome entier associées avec distinctes fonctions immunologiques et permissivité au VIH dans 
les cellules Th1Th17 et Th1. Des études préliminaires de biopuces au laboratoire ayant mis en 
évidence des gènes exprimés de façon différentielle dans les cellules Th1Th17 (e.g., PPARγ, 
CXCR6, ARNTL) versus Th1 (e.g., SERPINB6, PTK2), ce projet se divise en 4 sous-objectifs : 
 
1) identifier des voies canoniques et des fonctions biologiques différemment régulées dans 
les cellules Th1Th17 versus Th1 par l’analyse du transcriptome du génome entier de ces 
cellules 
 
2) valider l’expression différentielle des gènes d’intérêt identifiés par biopuces au niveau des 
transcrits et des protéines; 
 
3) caractériser le rôle fonctionnel de certains de ces facteurs (i.e., PPARγ, ARNTL) sur la 
réplication du VIH dans les cellules Th1Th17 versus Th1; 
 
4) et localiser le niveau auquel ces facteurs interfèrent avec le cycle de réplication du VIH. 
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3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
3.1 Isolation des cellules mononuclées du sang périphérique 
 
3.1.1 Obtention de leucaphérèses 
Les sujets non-infectés par le VIH ont été recrutés avec la collaboration des Drs Jean-Pierre 
Routy et Mohamed-Rachid Boulassel (McGill University). L’approbation par le comité 
d’éthique interne et le consentement éclairé de chaque participant ont été obtenus. Les cellules 
mononuclées du sang périphériques (PBMC, Peripheral Blood Mononucleated Cells) (109-1010 
cellules) ont été récoltées par leucaphérèse suivant un protocole décrit précédemment (319). 
 
3.1.2 Isolation des PBMC par gradient de Ficoll 
Les leucaphérèses ont été centrifugées sur gradient de Ficoll afin de séparer les PBMC 
(lymphocytes T et B, monocytes, cellules dendritiques, cellules natural killer (NK) et 
basophiles) des neutrophiles, granulocytes, éosinophiles et des érythrocytes. Les PBMC ainsi 
recueillies ont été lavées et comptées, puis séparées en aliquotes de 1ml à une concentration de 
50x106 cellules/ml dans du FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich, Inc., St-Louis, Missouri, 
États-Unis) 10% DMSO (diméthylsulfoxide, Sigma-Aldrich) et finalement conservées dans 
l’azote liquide. 
 
3.2 Tri des cellules T CD4+ mémoires par sélection négative à l’aide de billes 
magnétiques 
Les PBMCs ont été décongelées, filtrés et comptées, puis resuspendues dans du tampon 
MACS (Magnetic-Associated Cell Sorting) (PBS 1x 10% FBS 2mM EDTA (Bioshop, 
Burlington, Ontario, Canada)) à une concentration de 107 cellules/10µl. Le tri a été effectué 
avec la trousse d’isolation par sélection négative des cellules T CD4+ mémoires de Miltenyi 
(Miltenyi Biotec, Inc., Bergisch Gladbach, Allemagne). Brièvement, les PBMCs ont été 
marquées par un cocktail d’anticorps (Acs) couplés à la biotine ciblant tous les leucocytes (Acs 
ciblant les molécules CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD45RA, CD46, CD123, TCRγ/δ et la 
glycophorine A), excepté les T CD4+ mémoires, pendant 10 minutes à 4oC. Après lavage, les 
cellules ont été resuspendues à une concentration de 107 cellules/20µl dans du tampon MACS et 
incubées 10 minutes à 4 oC avec 20µl d’Acs anti-biotine couplés à des billes magnétiques par 
107 cellules. Après lavage, les cellules ont été placées sur une colonne magnétique MidiMACS 
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(Miltenyi Biotec) et les cellules non marquées ont pu être récupérées par sélection négative. La 
pureté des cellules ainsi isolées (typiquement >95%) est déterminée par marquage 
extracellulaire avec des Acs CD3, CD4 et CD45RA et analyse par cytométrie en flux. 
 
3.3 Tri des cellules T CD4+ mémoires CCR6+ et CCR6- par double sélection à 
l’aide de billes magnétiques 
Les cellules T CD4+ mémoires ont été obtenues par sélection négative tel que décrit à la 
section 3.2. Ces cellules ont ensuite été lavées avec du tampon FACS (PBS 1X (Gibco), 10% 
FBS (volume/volume) (Sigma), 0.02% (poids/volume) azide de sodium (Sigma)), puis 
resuspendues avec des Acs anti-CCR6 PE à une concentration de 107 cellules/8µl et incubées 
20 minutes à 4oC avant d’être lavées et resuspendues dans du tampon MACS à une 
concentration de 107 cellules/80µl. Des billes magnétiques anti-PE (Miltenyi) ont été ajoutées à 
une concentration de 20µl/107 cellules et le tout a été incubé 15 minutes à 4oC avant d’être lavé 
et resuspendu dans du tampon MACS à une concentration de 108 cellules/500µl. Ce protocole a 
été mis au point en se basant sur les recommandations d’utilisation fournies par Miltenyi et les 
concentrations optimales des Acs anti-CCR6 PE ainsi que des billes magnétiques ont été 
déterminées en comparant la pureté et le rendement obtenus par cytométrie en flux avec 
différentes concentrations. Cette technique donne de moindres puretés et rendements comparé 
au tri cellulaire par FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting), mais elle est moins 
dispendieuse et plus rapide et elle a donc été mise au point afin d’obtenir des cellules pour 
réaliser des tests d’optimisation sur divers protocoles. 
 
3.4 Cytométrie en flux 
La cytométrie en flux consiste à faire passer une à une des cellules marquées par des Acs 
couplés à des fluorochromes à travers un faisceau laser d’une longueur d’onde précise. La 
lumière diffusée par la cellule donne des indications sur sa taille (FSC, Forward Scatter) et sa 
granulosité (SSC, Side Scatter), alors que la lumière réémise par fluorescence traverse 
différents filtres permettant de connaître la longueur d’onde d’émission, indiquant ainsi la 
présence et l’identité des fluorochromes détectés. 
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Tableau 1. Caractéristiques des cytomètres en flux LSR II et BDAria (Becton Dickinson) 
Lasers Détecteurs Filtres Paramètres/Fluorochromes 
 FSC  Forward Scatter 
Bleu 488 nm 
SSC 
F 
E 
D 
C 
B 
A 
488/10 
530/30 
575/26 
610/20 
675/14 
710/20 
780/40 
Side Scatter 
FITC, CFSE, GFP, Alexa-488 
PE, PI 
PE-TxR 
PE-Cy5, PerCP 
PerCp-Cy5.5, PR-Cy5.5 
PE-Cy7 
Rouge 633 nm 
C 
B 
A 
660/20 
720/30 
780/60 
APC, Cy5, Alexa-647 
APC-Cy5.5, Alexa-680, Alexa-700 
APC-Cy7 
Violet 407 nm B A 
440/40 
525/50 
Alexa-405, Pacific Blue, Cascade Blue 
Alexa-430, CFP, AmCyan 
 
Chaque cytomètre est connecté à un ordinateur doté du logiciel DIVA 6.0 (BD FACSDiva 6.0 
Software, BD Biosciences) permettant l’utilisation des appareils et l’analyse des résultats. 
 
3.4.1 Analyse phénotypique par cytométrie en flux multicouleurs 
Pour procéder à l’analyse par cytométrie en flux, les cellules doivent d’abord être lavées 
dans un tampon FACS. Les cellules sont par la suite marquées avec des anticorps spécifiques 
pour la détection de protéines membranaires, tels les récepteurs de chimiokines, pendant 20 
minutes à 4oC à l’obscurité. Après marquage, l’excès d’anticorps est retiré par lavage des 
cellules dans le tampon FACS, puis les cellules sont fixées à l’aide d’un tampon FACS 
contenant 2% de paraformaldéhyde (Sigma). Chaque anticorps utilisé est couplé avec un 
fluorochrome spécifique (Tableau 2), ce qui permet l’analyse de l’expression des différentes 
molécules marquées à l’aide du cytomètre en flux LSRII à 11 couleurs (BD Biosciences, Inc, 
Franklin Lakes, NJ, États-Unis). L’ajout de vivid ou aqua-vivid (Molecular Probes® 
LIVE/DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kits, Invitrogen) permet quant à lui de distinguer les 
cellules viables des cellules mortes. Vivid est un colorant réactif fluorescent qui interagit de 
manière covalente avec les protéines cellulaires (amines). Le vivid ne peut pénétrer la 
membrane des cellules viables et réagit donc seulement avec les protéines de surfaces de ces 
cellules, tandis que chez les cellules mortes, la membrane endommagée est traversée par le 
réactif qui interagit alors avec les protéines de surface ainsi qu’avec les protéines internes. Il en 
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résulte une fluorescence environ 50 fois plus élevée des cellules mortes comparativement aux 
cellules vivantes (320). 
 
Le seuil de positivité de chaque couleur détectée au cytomètre est déterminé à l’aide de cellules 
ou de billes de compensation (BD™ CompBeads, Anti-Mouse Ig and Negative Control, BD 
Biosciences) marquées avec un seul anticorps servant de contrôles positifs pour chaque 
fluorochrome et d’un tube de cellules non marquées servant de contrôle négatif. La cytométrie 
en flux multicouleur requiert aussi l’usage de contrôles FMO (Fluorescence minus one) dans 
lesquels sont ajoutés tous les anticorps à l’exception d’un seul, ce qui permet de préciser les 
fenêtres de positivité en considérant les chevauchements des ondes d’émission du cocktail de 
fluorochromes dans son ensemble. Avant utilisation, les anticorps ont été titrés et le titre 
optimal a été choisi pour chaque lot. 
 
Tableau 2. Anticorps et fluorochromes utilisés pour la cytométrie en flux 
Anticorps Fluorochrome Origine Titre optimal/106 cellules 
M anti-H CD3 Pacific blue BD Biosciences 0.5 µl 
M anti-H CD4 Alexa700 BD Biosciences 0.5 µl 
M anti-H CD45RA APC-CY7 BD Biosciences 0.1 µl 
M anti-H CCR6 PE BD Biosciences 1.0 µl 
M anti-H CCR4 PE-CY7 BD Biosciences 2.0 µl 
M anti-H CXCR3 PE-CY5 BD Biosciences 4.0 µl 
M anti-H CCR5 PE BD Biosciences 7.5 µl 
M anti-H CD8 FITC Miltenyi Biotec 2.0 µl 
M anti-H CD19 FITC Miltenyi Biotec 5.0 µl 
M anti-H CD56 FITC eBiosciences 5.0 µl 
 Aqua-vivid Invitrogen 0.5 µl 
M, mouse; H, human 
 
3.4.2 Tri des cellules Th1, Th1Th17 et Th17 par FACS 
Pour obtenir les sous-populations lymphocytaires, une première isolation des cellules T 
CD4+ totale par MACS à partir des PBMC est réalisée selon le protocole décrit (section 3.2) à 
l’aide de la trousse d’isolation par sélection négative des cellules T CD4+ de Miltenyi ciblant 
les molécules CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ et la glycophorine A. 
Une fois les cellules T CD4+ totales recueillies, on procède au marquage avec les anticorps 
couplés aux fluorochromes (tel que décrit section 3.4.1, à l’exception du tampon FACS 
remplacé par le tampon de tri FACS (PBS 1X, 5% FBS, 25mM Hepes)) : CD45RA, CCR6, 
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CCR4, CXCR3 (pour identifier les sous-populations Th; section 1.9), CD8, CD19 et CD56 
(pour éliminer les possibles contamination par les cellules T CD8+, les lymphocytes B et les 
cellules NK, respectivement). 3x106 cellules sont conservées pour réaliser les FMO alors que le 
reste des cellules est resuspendu dans un ou plusieurs tubes de polypropylène à une 
concentration de 40x106 cellules/ml dans du tampon de tri FACS. 
 
Le trieur BDAria II (Beckton Dickinson) (Tableau 1) est utilisé pour réaliser un tri à haut débit 
permettant de purifier jusqu’à 4 sous-populations différentes à la fois. Les cellules T CD4+ 
mémoires (CD45RA-) à phénotype CCR4-CXCR3+CCR6- (profil de polarisation Th1), CCR4-
CXCR3+CCR6+ (profil de polarisation Th1Th17) et CCR4+CXCR3-CCR6+ (profil de 
polarisation Th17) (Figure 7A) sont séparément recueillies dans des tubes 5ml de 
polypropylène contenant 0.5 ml de FBS. À la fin du tri, 50ul de chacune des sous-populations 
est placé dans de nouveaux tubes FACS et analysé par cytométrie en flux pour évaluer la pureté 
(typiquement 95%) des sous-populations cellulaires après le tri (QC, Quality control) (Figure 
7B). Le tri cellulaire est effectué par Dre Dominique Gauchat, responsable du service de 
cytométrie du Centre de recherche du CHUM, campus St-Luc. 
 
 
 
 
42 
A 
FSC-W 
FS
C
-H
 
SSC-W 
S
S
C
-H
 
CXCR3 
C
C
R
4 
CCR6 
C
om
pt
e 
ce
llu
la
ire
 
Cellules uniques 
CCR4+CXCR3neg CCR4negCXCR3+ 
T CD4+ mémoires 
CD45RA 
Li
gn
ée
 
FSC-A 
S
S
C
-A
 
CCR6 
C
om
pt
e 
ce
llu
la
ire
 
P5  7,2% 
P6 17,5% 
 Th17 3,3% Th1  
7,5% 
Th1Th17 
3,83% 
Lymphocytes Cellules uniques 
P1 P2 P3 
P4 56,3% 
 
Cellules T CD4+ 
 
 
Figure 7. Stratégie d’isolation des cellules à profil Th1Th17 et Th1 par cytométrie en flux. Les 
cellules T CD4+ isolées à partir des PBMCs par sélection négative en utilisant des billes magnétiques 
(pureté >95%) ont été marquées avec des anticorps anti-CD45RA, CD8, CD19, CD56, CCR4, 
CXCR3 et CCR6 et triées par cytométrie en flux. A. Les cellules sont d’abord sélectionnées en 
évitant les débris (P1) selon la taille (FSC, Forward scatter) et la granulosité (SSC, Side scatter), puis 
les cellules uniques, ne formant pas d’agrégats, sont choisies (P2, P3). Les cellules mémoires sont 
ensuite identifiées par leur phénotype CD45RA- tout en évitant les possibles contaminations par des 
cellules T CD8+, les NK ou les lymphocytes B respectivement à l’aide de l’expression de CD8, 
CD56 et CD19 dans un même canal de couleur (Lignée) (P4). Les cellules T CD4+ mémoires 
séparées par leur expression exclusive de CCR4 ou CXCR3 (P5, P6) puis finalement l’expression de 
CCR6 sur ces 2 sous-populations est observée afin de séparer les cellules à phénotype CCR4-
CXCR3+CCR6- (profil de polarisation Th1), CCR4-CXCR3+CCR6+ (profil de polarisation 
Th1Th17) et CCR4+CXCR3-CCR6+ (profil de polarisation Th17). Les valeurs indiquées 
correspondent au pourcentage d’événements inclus dans la fenêtre de sélection par rapport au total de 
cellules uniques (P3). 
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Figure 7 (suite). Stratégie d’isolation des cellules Th1Th17 et Th1 par cytométrie en flux. B. Un 
échantillon de chacune des sous-populations Th1,Th1Th17 et Th17 recueillies par tri cellulaire est 
analysé en cytrométrie en flux à la fin du tri cellulaire afin d’obtenir des contrôles de qualité (QC, 
Quality Control). La pureté des cellules obtenues par cette technique est typiquement >99% pour les 
cellules T CD4+ mémoires (CD45RA-) et >95% pour les sous-populations. Les valeurs indiquées 
correspondent au pourcentage d’événements inclus dans la fenêtre de sélection par rapport au total de 
cellules uniques (P3). 
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3.5 Culture et stimulation des lymphocytes T CD4+ 
Afin d’activer les lymphocytes T CD4+ purifiés, ces cellules ont été stimulées avec des Ac 
anti-CD3 (BD Biosciences) immobilisés (0,5ml/puits à une concentration de 1µg/ml durant 1 à 
2 heures à température ambiante ou sur la nuit à 4oC) sur une plaque Costar de 48 puits et 
stimulées avec des Acs anti-CD28 (BD Biosciences) solubles (1µg/ml). Les cellules sont 
incubées avec ces Acs dans un milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco, 
Grand Island, NY, États-Unis) 10% FBS 1% P/S (pénicilline et streptomycine, Gibco) pendant 
3 jours à 37oC dans un incubateur de culture cellulaire à 5% CO2. 
 
3.6 Analyse du transcriptome par biopuce Affymetrix 
Dans le but de procéder à une analyse du transcriptome des sous-populations 
lymphocytaires Th1 et Th1Th17, des PBMC de 4 donneurs non infectés par le VIH ont été 
triées (tel que décrit section 3.4.2), puis l’ARN des cellules Th1 et Th1Th17 isolées a été extrait 
et quantifié par spectrophotométrie (tel que décrit section 3.7) par Patricia Monteiro, post-
doctorante au laboratoire de 2008 à 2011. Les échantillons d’ARN ainsi obtenus ont été confiés 
à Génome Québec (Montréal, Qc, Canada) pour traitement, hybridation et lecture de la biopuce. 
Brièvement, les ARN dont l’intégrité a été validée par la technologie Bioanalyzer (Agilent 
Technologies Inc., Mississauga, Ontario, Canada) ont d’abord été rétrotranscrits en ADNc par 
une transcriptase inverse avant de procéder à une transcription in vitro pour produire des ARNc 
biotinylés. Ces ARNc ont ensuite été fragmentés puis hybridés sur une biopuce Affymetrix® 
Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix®, Santa Clara, CA, États-Unis). Cette 
biopuce est recouverte de séquences distinctes d’oligonucléotides disposées précisément 
couvrant plus de 47 000 transcrits et variants qui eux-mêmes représentent approximativement 
39 000 gènes humains. Toutes les séquences incluses sur la matrice ont été sélectionnées par le 
fabricant à partir de GenBank, dbEST et RefSeq. Après hybridation des ARNc cibles biotinylés, 
la biopuce est marquée à la streptavidine-phycoérythrine, lavée et finalement analysée à l’aide 
d’un module GeneArray à une longueur d’onde de 488nm (Figure 8). L’émission de lumière à 
une longueur d’onde de 570nm est proportionnelle à la quantité d’ARN cible hybridé à chaque 
position de la biopuce, correspondant ainsi à des transcrits particuliers selon le design de la 
puce (321, 322). 
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Figure 8. Analyse du transcriptome par biopuce Affymetrix. Adapté de Staal et al. (321)  et 
reproduit avec la permission de Macmillan Publishers Ltd : Leukemia, copyright 2003. 
 
3.6.1 Analyses statistiques 
Un premier prétraitement des données Affymetrix a été accompli par François Lefebvre 
(Département de biochimie, Université de Montréal, Qc, Canada) et les analyses statistiques 
(valeurs p, valeurs p ajustées, facteurs de changement) ont été réalisées par le biostatisticien 
Jean-Philippe Goulet (CARTaGENE, Université de Montréal), grâce à la collaboration avec les 
laboratoires de Dr Rafick-Pierre Sekaly et de Dr Elias Haddad (Vaccine and Gene Therapy 
Institute, Port Ste-Lucie, FL, États-Unis). Les résultats bruts d’expression génique ont été 
exportés et analysés en utilisant Bioconductor (323), un logiciel open source servant de 
bibliothèque de données pour les analyses de génomique basé sur le langage R (324). Ce 
langage de programmation pour le calcul statistique a été utilisé pour prétraiter et normaliser les 
intensités des sondes à l'aide de la méthode RMA (Robust Multiarray Averaging) (325). Les 
gènes ont ensuite été filtrés par appel de détection et par des filtres de variance pour permettre 
une réduction du nombre de tests et une augmentation correspondante de la puissance de 
l'analyse de l'expression différentielle de gènes (326). Sur l'ensemble des 54 675 sondes 
initiales, 38 113 sondes ont été conservées après ces étapes de filtration. La matrice résultante a 
été transformée en log2 et utilisée pour la modélisation linéaire en utilisant le progiciel 
Bioconductor limma (Linear Models for Microarray Data) qui estime le facteur de changement 
(FC, fold-change) entre des groupes prédéfinis. Les valeurs p (p-value) des comparaisons ont 
été ajustées pour des tests multiples selon la méthode de Benjamini et Hochberg (327). Cette 
méthode contrôle aussi le taux de fausse découverte (FDR, false discovery rate). La 
détermination de l'expression des gènes régulés est basée sur les valeurs p nominales. 
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3.6.2 Analyses fonctionnelles 
 
3.6.2.1 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) et Gene Ontology (GO) 
Pour déterminer si une voie biologique connue ou des ensembles de gènes individuels 
sont significativement enrichis dans nos données expérimentales, une analyse d’enrichissement 
d’ensemble de gènes (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis) a été effectuée comme décrit 
(328) sur les collections de base de données MsigDB (Molecular Signature Database, Broad 
Institute, MIT, Harvard, Cambridge, MA, États-Unis; www.broad.mit.edu/gsea/msigdb) C2, C3 
et C5 par le biostatistien Jean-Philippe Goulet. La collection C2 comprend 3 272 ensembles de 
gènes provenant de diverses sources telles que les publications dans PubMed et les bases de 
données en ligne de voies de signalisation. La collection C3 contient des 836 ensembles avec 
des gènes qui partagent un motif cis-régulateur conservé à travers les génomes humain, murins 
et canins. Ces motifs sont catalogués (329) et représentent des éléments de régulation connus ou 
probables dans les promoteurs et les 3'-UTRs (untranslated regions). Ces ensembles de gènes 
permettent de lier les différences observées par des expériences de biopuces à un élément 
putatif cis-régulateur conservé. Les 1 454 ensembles de gènes formant la collection C5 sont 
issus du vocabulaire contrôlé du Gene Ontology Project (GO) et sont donc groupés sur la base 
de 3 types d’annotations : la fonction moléculaire, l’association à une composante ou à un 
compartiment cellulaire et le processus biologique. Chaque ontologie représente ainsi un aspect 
unique du produit du gène. Les valeurs p résultant de la GSEA ont été ajustées pour les tests 
multiples en utilisant la méthode de Benjamini et Hochberg pour contrôler les FDR (327). Les 
cartes de chaleur basées sur les processus biologiques contenus dans la base de donnée Gene 
Ontology ont été réalisées en ne tenant compte que des gènes différemment exprimés (p-
value<0.05) avec un facteur de changement >1.3 ou <-1.3 afin de restreindre les candidats. Les 
analyses par Gene Ontology ont été réalisées par Annie Bernier et les cartes de chaleurs 
correspondantes ont été générées grâce à la collaboration de Jean-Philippe Goulet pour 
l’utilisation du langage R. 
 
3.6.2.2 Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 
Les réseaux de gènes ont été générés par Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems 
Inc, Redwood City, CA, États-Unis; www.ingenuity.com). Un ensemble de données contenant 
les identifiants des gènes et les valeurs statistiques correspondantes ont été chargées dans 
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l'application. Chaque identifiant de gène a été lié à son objet gène correspondant dans la base de 
données Ingenuity (Ingenuity Pathways Knowledge Base). L'analyse fonctionnelle a identifié 
les fonctions biologiques et/ou les voies canoniques les plus significatives face à l'ensemble des 
données. Les gènes avec une valeur p<0.05 et associés à des fonctions biologiques et/ou des 
voies dans la base de données Ingenuity ont été considérés pour l'analyse fonctionnelle. Les 
gènes issus de cette analyse ont été superposés sur un réseau moléculaire global développé à 
partir des informations contenues dans Ingenuity. Des réseaux moléculaires plus spécifiques 
pour les gènes qualifiés d’intérêt ont aussi été générés algorithmiquement en fonction de leur 
connectivité. L’accès au logiciel IPA est fourni grâce à la collaboration avec le laboratoire de 
Dr Rafick-Pierre Sekaly (Vaccine and Gene Therapy Institute, Port Ste-Lucie, FL, États-Unis) 
et les analyses ont été réalisées par Annie Bernier. 
 
3.7 RT-PCR quantitative en temps réel par SYBR Green 
L’ARN total des cellules a été isolé à l’aide de la trousse RNeasy Mini Kit de Qiagen 
(Qiagen, Inc., Hilden, Allemagne). Brièvement, les cellules ont été lysées avec le tampon RLT 
inclus dans la trousse et l’ARN a été isolé sur les colonnes RNeasy à la suite de centrifugations 
et de lavages avec les tampons fournis. La quantité d’ARN recueillie a été mesurée sur un 
nanophotomètre Pearl (Implen, Inc., Munich, Allemagne) et la qualité de l’ARN a aussi été 
vérifiée en s’assurant d’avoir des ratios 260/280nm ≥1.800, ce qui représente le ratio ADN et 
ARN versus protéines et est un bon indicateur de la pureté. La RT-PCR quantitative en temps 
réel a été effectuée dans un appareil LightCycler 480 II (Roche, Ltd., Basel, Suisse) en ajoutant 
5ng d’ARN et des amorces dans 20µl du mélange de SYBR Green et de transcriptase inverse 
tous deux inclus dans la trousse QuantiTect SYBR Green RT PCR Kit (Qiagen). Les amorces 
suivantes ont été utilisées : PPARγ (QT00029841), ARNTL (QT00011844), CXCR6 
(QT01156918), CTSH (QT00026614), PTPN13 (QT00054446), MAP3K4 (QT00061152), 
SERPINB6 (QT01005949), PTK2 (QT00057687) et ISG20 (QT00225372) diluées tel que 
décrit par le founisseur (QuantiTect Primer Assay, Qiagen); AhR, sens 5'-CTT CCA AGC GGC 
ATA GAG AC-3' et anti-sens 5'-AGT TAT CCT GGC CTC CGT TT-3' (IDT, Coralville, Iowa, 
États-Unis); ARN ribosomal 28S, 0.25µM sens 5’-CGA GAT TCC CAC TGT CCC TA-3’ et 
0.25µM anti-sens 5’-GGG GCC TCC CAC TTA TTC TA-3’ (IDT). L’électrophorèse en gel 
d’agarose 1.5% a été réalisée pour vérifier la taille des produits d’amplification et afin de 
purifier l’ADN complémentaire (ADNc) spécifique aux amorces grâce à la trousse QIAquick 
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Gel Extraction Kit (Qiagen). La concentration dADNc ainsi récoltée a été mesurée au 
nanophotomètre et a servi à la préparation des courbes standards (20000, 2000, 200, 20, 2, 0.2 
fg) de chaque gène, ce qui a permis la quantification absolue de l’expression des gènes ciblés 
par les amorces. L’expression relative de chacun des gènes a été normalisée par rapport aux 
niveaux d’ARN ribosomal 28S et les profils des courbes de fusion ont été observés afin de 
s’assurer de la spécificité des produits d’amplification. Toutes les courbes standards ont été 
réalisées avec des réactions en triplicata et les autres échantillons ont été réalisés en duplicata 
ou triplicata, selon les quantités d’échantillons disponibles. 
 
3.8 Agoniste et antagoniste de PPARγ  
Afin d’observer les effets de l’activation ou de l’inhibition du récepteur nucléaire 
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ), des cellules ont été cultivées en 
présence d’un agoniste et/ou d’un antagoniste spécifiques de cette molécule. La rosiglitazone 
(RGZ) (aussi appelée BRL49653) (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, États-Unis) 
est un ligand synthétique dérivé de la classe des thiazolidinédiones (TZDs) activant PPARγ 
(330). Elle a été diluée à 50mM dans du DMSO et conservée à -20oC sous forme d’aliquotes, 
puis utilisée comme agoniste de PPARγ à une concentration de 50µM en culture. La 
concentration de RGZ utilisée a été choisie en fonction de ses effets biologiques en absence 
d’effet délétère sur la viabilité des cellules T CD4+ en culture tel qu’attesté par marquage vivid. 
Inversement, le T0070907 (Tocris Bioscience, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, États-
Unis) est un inhibiteur de PPARγ qui modifie de façon covalente un résidu cystéine de la 
pochette de liaison des ligands (LBP, ligand-binding pocket), empêchant ainsi l’activation du 
récepteur (331). Le T0070907 a été dilué à 100mM dans du DMSO et conservé sous forme 
d’aliquotes à -20oC. Il a été utilisé à une concentration de 10µM en culture pour agir comme 
inhibiteur de PPARγ. Les effets respectivement agoniste et antagoniste de PPARγ ont été 
observés en microscopie confocale à fluorescence de par la localisation cytoplasmique ou 
nucléaire de PPARγ. 
 
3.9 Agonistes d’AhR 
Pour observer les effets de l’activation de la voie du récepteur aryl hydrocarbone (AhR), 
des cellules ont été cultivées en présence d’un agoniste spécifique d’AhR. Le TCDD ou 2,3,7,8-
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tétrachlorodibenzo-p-dioxine (Cambridge Isotope Laboratories, Cambridge, MA, États-Unis) 
est un composé aromatique tricyclique chloré ayant une forte affinité pour le récepteur AhR et 
permettant son activation et sa translocation nucléaire (332). Le TCDD a été dilué à 100µM 
dans du DMSO et conservé à -20oC sous forme d’aliquotes, puis utilisé comme agoniste d’AhR 
à une concentration de 5nM en culture. Le FICZ ou 6-formylindolo[3,2-b]carbazole (Enzo Life 
Sciences, Farmingdale, NY, États-Unis), un agoniste naturel d’AhR dérivé du tryptophane, a 
été utilisé en parallèle de la même façon à une concentration de 100nM (333). Les 
concentrations de TCDD et FICZ utilisées ont été choisies sur la base d’expériences menées par 
Patricia Monteiro ((334) et résultats non publiés). 
 
3.10 Mesure de la prolifération cellulaire : méthode de la dilution de la CFSE 
Pour déterminer la prolifération cellulaire des lymphocytes T, les PBMCs ont été chargées 
en CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) (Sigma-Aldrich, Inc., St-Louis, Missouri, 
États-Unis). Brièvement, les PBMCs ont été lavées dans du tampon phosphate salin 1X (PBS, 
phosphate-buffered saline, Gibco, Grand Island, NY, États-Unis), puis suspendues à 10x106 
cellules/ml dans une solution de CFSE à une concentration de 10µM et incubées durant 8 
minutes en obscurité à température ambiante. Chaque lot de CFSE a été titré et sa concentration 
optimale déterminée. Ensuite, 1ml de sérum humain (inactivé à la chaleur, 60 min à 56°C) a été 
ajouté par 20x106 cellules et incubé 2 minutes à température ambiante en obscurité. Les cellules 
ont été lavées et cultivées sur une plaque 48 puits et stimulées à l’aide d’Acs anti-CD3 
immobilisés et CD28 solubles (tel que décrit section 3.5) dans un milieu de prolifération 
(RPMI, 10% sérum humain, 1% l-glutamine, 1% HEPES, 1% PS) durant de 3 à 6 jours. La 
prolifération a été observée par cytométrie en flux après de 3 à 6 jours de culture, les cellules 
ayant proliférées exprimant alors plus faiblement le CFSE (CFSElow). 
 
3.11 Détection de cytokines par ELISA 
Les surnageants de cultures cellulaires sont recueillis et conservés à -20oC. Les ELISAs 
sont réalisés à l’aide des kits ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience, Inc., San Diego, CA, États-
Unis) et selon le protocole du fabriquant. En résumé, une plaque 96 puits est incubée avec un 
anticorps spécifique à la cytokine à détecter durant 2h à température ambiante ou sur la nuit à 
4oC. Après lavage, les surnageants des cultures cellulaires à doser sont ajoutés aux puits pour 
1h d’incubation. Une courbe standard (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 et 15.625 pg/ml) de la 
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cytokine visée est réalisée par dilution ½ à partir du stock (1µg/ml) fourni avec le kit et aussi 
ajoutée à des puits. Après lavages, l’anticorps anti-cytokine couplé à la biotine est ajouté pour 
1h d’incubation. Suite à de nouveaux lavages, la solution d’avidine-HRP est déposée dans les 
puits et incubée pour une période de 30 minutes. La plaque est lavée à nouveau et le substrat 
tétraméthylbenzidine (TMB) est ajouté. Lorsqu’une coloration suffisante est visible, une 
solution d’arrêt (H3PO4 1mol/L) est ajoutée avant de lire l’absorbance à 450 nm à l’aide d’un 
spectrophotomètre (Model 550 Microplate Reader, Bio-Rad, Hercules, CA, États-Unis). La 
concentration en cytokines de chaque puits est déterminée à l’aide de la courbe standard. 
 
3.12 Production de stocks viraux à partir de plasmides 
 
3.12.1 Culture des cellules 293T 
Les cellules 293T (cellules épithéliales embryonnaires de rein exprimant constitutivement 
l’antigène T simien, le SV40 (American Type Culture Collection, Manassas, VA, États-Unis)) 
préservées dans l’azote liquide sont décongelées et lavées dans du DMEM (Gibco, Grand 
Island, NY, États-Unis) 20% FBS 1% P/S avant d’être cultivées dans une flasque dans du 
DMEM 10% FBS 1% P/S à 37oC. Lorsque les cellules sont à 100% de confluence, on retire le 
surnageant et on ajoute de la trypsine durant 2 minutes pour aider à décoller les cellules du fond 
des flasques. On ajoute ensuite du FBS pour neutraliser la trypsine et on sépare les cellules dans 
4 nouvelles flasques, ce qui correspond à un passage cellulaire. On peut passer 10 à 15 fois les 
cellules de cette façon pour les multiplier.  
 
3.12.2 Transfection à l’aide du Fugene et récolte des virions 
Lorsque les cellules 293T atteignent 80% de confluence, on les lave puis on peut procéder 
à la transfection avec les plasmides viraux. Pour ce faire, on ajoute du Fugene (FuGENE® 6 
Transfection Reagent, Roche) à un milieu de culture OptiMEM et on incube 5 minutes à 
température ambiante. On ajoute ensuite ce milieu à 10µg de plasmide viral pour 15 minutes 
d’incubation. On ajoute ensuite le tout aux cellules que l’on remet à incuber à 37oC. Le Fugene, 
un réactif multi-composantes contenant des lipides, se complexe avec l’ADN plasmidique et 
permet son entrée dans les cellules (335). Après 48 heures, on récolte le surnageant que l’on 
centrifuge et filtre (45µm) pour bien retirer les débris cellulaires et on le conserve à -80oC sous 
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forme d’aliquotes de 0.5 ml/microtube vissé. La concentration du stock viral est déterminée par 
quantification de la protéine p24 du VIH-1 par ELISA. 
 
3.13 Souche de VIH-1 utilisée et infection 
Les souches NL4.3BaL type sauvage (WT, Wild Type) et NL4.3BaL GFP à tropisme R5 
sont produites par transfection des cellules 293T avec l’ADN plasmidique contenant le génome 
complet des virus (section 3.12.2). La souche NL4.3BaL WT a été obtenue à partir d’un 
plasmide du laboratoire de R. Pomerantz (Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA, 
États-Unis), alors que la souche NL4.3BaL GFP à moins grande virulence dans laquelle la 
protéine virale Nef est remplacée par la molécule fluorescente GFP a été obtenue du laboratoire 
de Dr Dana Gabuzda (Boston, MA, États-Unis). Pour l’infection, les cellules à infecter sont 
lavées et resuspendues dans environ 0.2 ml de RPMI 10% FBS 1% P/S dans un tube Falcon de 
15 ml. Le virus est ajouté selon la quantité souhaitée, généralement 50ng de protéine p24 du 
VIH/106 cellules, d’après la titration du virus par ELISA. Le tout est vortexé brièvement et 
incubé pour 3 heures à 37oC. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois dans du RPMI pour retirer 
les virions excédentaires et remises en culture à 37oC sur une plaque 48 ou 96 puits dans du 
RPMI 10% FBS 1% P/S avec de l’IL-2 (5ng/ml; R&D Systems). 
 
3.14 Détection de la protéine p24 du VIH par ELISA 
Les surnageants des cultures de cellules infectées recueillis tous les 3 jours sont neutralisés 
avec du tampon de neutralisation (Disrupting buffer 5X : PBS, 0.05% Tween-20, 2.5% Triton 
X-100, 1% bleu de trypan, 0.02% thimérosal) durant 1h à 37oC, puis utilisés pour performer un 
ELISA p24 afin de quantifier la réplication virale par mesure de la protéine p24 du VIH. Une 
trousse ELISA comprenant les anticorps nécessaires a été développée par le laboratoire du Dr 
Sekaly (83, 227) et la streptavidin poly-HRP ainsi que le substrat TMB ont été obtenus de 
Fitzgerald Industries International (North Acton, MA, États-Unis). La concentration en protéine 
p24 de chaque puits a été déterminée à l’aide d’une courbe standard (320, 160, 80, 40, 20, 10 et 
5 pg/ml) produite à partir d’un stock de surnageant provenant de la culture de cellules ACH2 
infectées. Ce surnageant a été neutralisé avec du tampon de neutralisation de la même façon que 
les échantillons, puis dosé à l’aide d’un kit de dosage commercial de la protéine p24 (Alliance® 
HIV-1 p24 Antigen ELISA Kit, PerkinElmer, Woodbridge, Ontario, Canada). Il a ensuite été 
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dilué à une concentration de 10 ng p24/ml dans 50% glycérol et conservé à 4oC pour être utilisé 
pour les futures courbes standards. 
 
3.15 PCR en temps réel pour la quantification de l’ADN proviral du VIH-1 
La quantification de l’ADN intégré du VIH-1 a été effectuée par PCR nichée en temps réel 
en utilisant la technique FRET (fluorescence resonance energy transfer) comme décrit 
précédemment (83, 336) en utilisant les réactifs inclus au Tableau 3. En bref, les cellules 
infectées par le VIH ont été lysées sur la nuit dans un tampon comprenant la protéinase K 
(Invitrogen™, Life Technologies Inc., Burlington, Ontario, Canada). 105 cellules/15µl de lysat 
ont été utilisées pour une première étape d’amplification dans un appareil Mastercycler gradient 
(Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, États-Unis) en utilisant le JumpStart Taq Ready 
Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, États-Unis) et la Taq polymérase (Invitrogen). 
L’amplification est composée de 12 cycles (1 min à 95°C, 1 min à 55°C, et 10 min à 72°C), 
précédés d’une étape de dénaturation de 8 minutes à 95°C et suivis d’une étape d’élongation de 
15 min à 72°C. Au cours de cette amplification, l’ADN proviral est amplifié à l’aide de deux 
amorces Alu (Alu1 et Alu 2) et une amorce spécifique pour la séquence LTR du VIH (amorce 
LM667 associée à un fragment λT). Le gène CD3 est amplifié simultanément dans le même 
tube en utilisant des amorces spécifiques afin de déterminer précisément le nombre de cellules 
par réaction (Tableau 3). 
 
Les produits d’amplification du Alu/VIH et du CD3 issus de cette première PCR ont été par la 
suite ré-amplifiés séparément à l’aide du LightCycler 480 II (Roche, Ltd., Basel, Suisse) pour la 
PCR nichée en temps réel avec la technique FRET. Cette technique utilise deux sondes 
complémentaires au produit d’amplification juxtaposées, une associée à un fluorochrome 
donneur (fluorescéine) en 3’ et une autre associée à un fluorochrome accepteur (Light Cycler 
(LC) Red 640 ou le LC Red 705) en 5’. Les sondes sont choisies de façon à s’hybrider à des 
séquences cibles très proches l’une de l’autre. Lorsque les deux sondes sont éloignées, le 
fluorochrome donneur émet une faible fluorescence ou bruit de fond, alors que lorsqu’elles sont 
hybridées de 6 à 10 nucléotides de distance, la proximité des deux fluorochromes permet le 
transfert de l’énergie du donneur vers l’accepteur, provoquant la fluorescence de ce dernier 
(337). La fluorescence émise au moment de l’hybridation des sondes à leurs séquences cibles 
est proportionnelle à la quantité d’ADN amplifiée. Les profils des courbes de fusion peuvent 
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être observés afin de s’assurer de la spécificité des produits d’amplification. Ainsi, dans la 
seconde PCR, l’amplification et la détection de l’ADN proviral utilise une amorce 
complémentaire à la séquence λT et autre complémentaire à la région U5 du LTR du VIH 
(AA55M), ainsi que deux sondes spécifiques pour le LTR du VIH. Pour ce qui est du gène 
CD3, deux amorces internes et deux sondes spécifiques au CD3 ont aussi été utilisées (Tableau 
3). Cette PCR est réalisée en utilisant le réactif LightCycler® 480 Probes Master (Roche) est 
composée de 45 cycles d’amplification (10 secondes à 95°C, 10 secondes à 60°C, et 15 
secondes à 72°C), précédés d’une étape de dénaturation de 4 minutes à 95°C et suivis de la 
courbe de fusion (8 secondes à  95°C, 1 minute à 45°C, puis une montée lente de température 
jusqu’à 95°C en mode d’acquisitions continuelles). La température d’acquisition lors des cycles 
d’amplification est fixée à 60°C et choisie selon les températures de fusion de toutes les sondes 
(Tableau 3) pour assurer leur hybridation lors de l’acquisition. 
 
Les réactions PCR ont été réalisées en duplicata ou en triplicata, selon les quantités 
disponibles. Les cellules ACH2 (obtenues par le NIH AIDS Research and Reference Reagent 
Program) portant une copie d’ADN proviral par cellule ont été utilisées pour générer la courbe 
standard. Les cellules A3.01 non-infectées et un tube sans cellules servent de contrôles négatifs. 
Les résultats sont exprimés en nombre de copies d’ADN proviral/106 cellules en considérant 2 
copies de CD3 par cellule. 
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Tableau 3. PCR en temps réel pour la quantification de l’ADN proviral du VIH-1 
Amorces et sondes Séquences Tm 
Amorce sens HCD3-externe 5’-ACT GAC ATG GAA CAG GGG AAG-3’ 60.0°C 
Amorce anti-sens HCD3-externe 5’-CCA GCT CTG AAG TAG GGA ACA TAT-3’ 60.3oC 
Amorce sens HCD3 interne 5’-GGCTATCATCATTCTTCTTCAAGGT-3’ 56.3oC 
Amorce anti-sens HCD3-interne 5’-CCTCTCTTCAGCCATTTAAGTA-3’ 56.3oC 
Sonde CD3 #1 Fluorescéine 
(donneur) 
5’GGC TGA AGG TTA GGG ATA CCA ATA TTC 
CTG TCT C-3’-Fluorescéine 
66.9oC 
Sonde CD3 #2 LC Red 705 
(accepteur) 
LC Red 705- 5’-CTA GTG ATG GGC TCT TCC CTT 
GAG CCC TTC-3’-Phosphate 
68.9oC 
Amorce LM667-λT 5’-ATG CCA CGT AAG CGA AAC TCT GGC TAA 
CTA GGG AAC CCA CTG-3’ 
65.3oC 
Amorce Alu 1 5’-TCC CAG CTA CTG GGG AGG CTG AGG-3’ 68.8°C 
Amorce Alu 2 5’-GCC TCC CAA AGT GCT GGG ATT ACA G-3’ 65.3°C 
Amorce λT 5’-ATG CCA CGT AAG CGA AAC T-3’ 55.4°C 
Amorce anti-sens AA55M 5’-GCT AGA GAT TTT CCA CAC TGA CTA A-3’ 58.7°C 
Sonde LTR #1 Fluorescéine 
(donneur) 
5’-CAC AAC AGA CGG GCA CAC ACT ACT TGA-
3’-Fluorescéine 
65.0°C 
Sonde LTR #2 LC Red 640 
(accepteur) 
LC Red 640-5’-CAC TCA AGG CAA GCT TTA TTG 
AGG C-3’-Phosphate 
62.0°C 
Tm, melting temperature (température de fusion); LC, Light Cycler 
 
3.16 Interférence ARN 
La cinétique d’expression de l’ARNm des cibles souhaitées pour l’interférence est d’abord 
déterminée par RT-PCR quantitative en temps réel par SYBR Green (section 3.7) à différents 
temps après stimulation des cellules T CD4+ via CD3/CD28 afin de déterminer le moment 
optimal pour procéder à l’interférence ARN. Les cellules sont ensuite transfectées avec l’ARN 
interférent (ARNi) ou avec un ARN non spécifique comme contrôle dans un appareil Amaxa 
(Lonza, Ltd., Basel, Suisse) en utilisant la trousse de transfection adaptée aux cellules T de la 
compagnie (Amaxa Human T-cells Nucleofector kit). Une fois entré dans la cellule, l’ARN 
double brin interagit avec une ribonucléase appelée Dicer qui clive l’ARN double brin en plus 
petits fragments et les transfère au complexe protéique RISC (RNA-induced silencing 
complex). Les ARNm complémentaires au brin du complexe RISC sont dégradés et ne sont 
donc pas traduits en protéines (338, 339). Les ARN interférents suivants ont été utilisés : 
siPPARγ, ON-TARGET plus SMART pool siRNA for PPARγ (#L-003436-00, Dharmacon; 
Thermo Fisher Scientific, Chicago, IL, États-Unis) siAhR, 5’-AAGUCGGUCUCUAUG 
CCGCtt-3’ (Genesys, Sigma–Aldrich) et siNT (ARNi non spécifique), ON-TARGETplus Non-
targeting Pool  (#D-001810-10, Dharmacon). L’efficacité de l’interférence ARN est déterminée 
par RT-PCR, ainsi que par Western blot. 
 
 
55 
 
3.17 Technique de Bradford 
La technique de Bradford a été utilisée afin de doser les protéines de divers échantillons en 
utilisant la trousse Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
Californie, États-Unis). Pour résumer, diverses concentrations (0.015, 0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 
0.5, 1 et 2 mg/ml) de la protéine BSA (Bovine Serum Albumin, BioShop® Canada Inc., 
Burlington, Ontario, Canada) ont été obtenues en réalisant des dilutions ½ à partir de la solution 
de BSA à 2mg/ml fournie par la trousse pour constituer la courbe standard. Ces dilutions ainsi 
que les lysats protéiques à doser ont été ajoutées en triplicata à une plaque de 96 puits Immulon 
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, États-Unis) avec le colorant Quick 
Start Bradford Dye Reagent 1X (Bio-Rad). Le tout a été incubé de 5 à 10 minutes à température 
pièce, le temps de voir la coloration commencer à changer dans la plupart des puits de la courbe 
standard, avant que la plaque soit placée dans un spectrophotomètre (Synergy HT, BioTek®, 
Winooski, VT, États-Unis) afin de lire l’absorbance à 595nm. La concentration de chaque 
échantillon a été déterminée à l’aide la courbe standard. 
 
3.18 Immunobuvardage 
Les cellules ont été lysées dans 400µl/107 cellules de tampon RIPA 1X (Cell Signaling). 
Brièvement, le tampon de lyse est ajouté aux cellules, ainsi que des inhibiteurs de protéases 
(Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitors, Roche) et de phosphatases (PhoSTOP, Roche). 
Le tout est vortexé puis incubé 15 minutes sur la glace avant d’être centrifugé 10 minutes à 
14 000g à 4oC. Les lysats protéiques ainsi obtenus ont été dosés par la technique de Bradford 
(section 3.17) et du bleu de dépôt (Laemmli Sample Buffer 2X, Bio-Rad) a été ajouté aux 
échantillons afin de pouvoir visualiser la progression du front de migration. Le tout a été 
chauffé 10 minutes à 100oC pour dénaturer les protéines avant d’être chargé sur le gel 
d’acrylamide. Un des puits a aussi été chargé avec 8µl de l’échelle de poids moléculaires 
Precision Plus Protein Dual Color Standards de Bio-Rad. À la fin de la migration, les gels ont 
été démoulés et les protéines transférées sur une membrane de PVDF préhydratée dans du 
méthanol 100%. Une coloration au rouge ponceau permet de visualiser si le transfert s’est bien 
effectué. Une incubation 45 minutes dans du TPBS (PBS 1X 0.1% Tween) 5% lait permet la 
saturation des sites aspécifiques. 
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Pour chaque protéine à révéler, la procédure suivante est ensuite répétée séparément. 
Premièrement, la membrane est incubée en agitation 2 heures à température ambiante ou sur la 
nuit à 4oC avec l’anticorps primaire dilué dans du TPBS 5% lait ou 5% BSA, selon les 
recommandations du fournisseur. La membrane est ensuite lavée 3 fois 5 minutes dans du 
TPBS. L’anticorps secondaire, aussi dilué dans du TPBS 5% lait ou 5% BSA, est incubé avec la 
membrane durant 45 minutes à température pièce et en agitation. Après 3 nouveaux lavages, un 
quatrième lavage dans du PBS 1X est effectué avant d’ajouter 2ml de substrat de révélation 
(ECL Plus Western BLotting Detection System, GE Healthcare) et de développer les films en 
chambre noire. 
 
Tableau 4. Anticorps utilisés pour les expériences d’immunobuvardage 
Anticorps Clone Origine Dilution  Bande 
R anti-H AhR SA210 Biomol Research Laboratories 1/1000 95 kDa 
R anti-H ARNTL H-170 Santa Cruz Biotechnology 1/250 69 kDa 
R anti-H PPARG C26H12 Cell Signaling 1/1000 53 kDa 
M anti-H ß-actine AC-15 Sigma-Aldrich 1/5 000 42 kDa 
G anti-R IgG + HRP  Cell Signaling 1/1000-10 000  
G anti-M IgG + HRP  Thermo Fisher Scientific 1/25 000  
R, rabbit; H, human; G, goat; HRP, horseradish peroxidase 
 
Dans le cas où deux protéines donnent des bandes de tailles similaires ou qu’un fort signal 
masque une autre bande à détecter à proximité, la membrane est incubée dans 10ml de tampon 
de décapage (stripping buffer, Re-Blot Plus Strong Solution 10X, Millipore, Temecula, 
Californie, USA) durant 15 minutes en agitation à température ambiante avant d’être lavée dans 
du PBS. On peut ensuite procéder à nouveau avec l’incubation de l’anticorps primaire, puis 
secondaire. 
 
3.19 Microscopie confocale à fluorescence 
Les cellules à visualiser en microscopie sont suspendues dans du RPMI et déposées sur une 
lame de culture 8 puits (BD BioCoat™, Becton Dickinson, NJ, US) pré-recouverte de poly-
lysine-D afin d’obtenir 80 000 cellules/puits. Après centrifugation, le surnageant est remplacé 
par un tampon de fixation de paraformaldéhyde 3.7% durant 30 minutes. Les cellules sont 
ensuite lavées et incubées dans une solution de NH4Cl 50 mM durant 20 minutes, ce qui permet 
de diminuer l’autofluorescence des échantillons. Après lavage en PBS, les cellules peuvent être 
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marquées à l’aide des anticorps primaires et secondaires. Un puits dans lequel on ajoute les 
anticorps secondaires seulement sert de contrôle. 
 
Dans le cas où des marquages extracellulaires et intracellulaires sont à réaliser, on débute par le 
marquage extracellulaire. Les cellules sont incubées 1 heure dans du PSB 1% BSA afin de 
bloquer les sites non spécifiques et toutes les dilutions d’anticorps se font aussi dans du PBS 
1% BSA. L’anticorps primaire est ajouté et incubé 2 heures à température ambiante ou sur la 
nuit à 4oC et l’anticorps secondaire ajouté après lavage est incubé 30 minutes à température 
ambiante. Pour le marquage intracellulaire, les cellules doivent d’abord être perméabilisées en 
étant incubées 5 minutes dans une solution de PBS 0.5% Triton. L’anticorps primaire est incubé 
2 heures et l’anticorps secondaire durant 1 heure. Les cellules sont lavées une dernières fois en 
PBS et les chambres de culture sont éjectées de la lame. Lorsque la lame est bien sèche, une 
goutte de DAPI (ProLong Gold Antifade with DAPI, Invitrogen™, Molecular Probes®, Life 
Technologies Inc., Burlington, Ontario, Canada) est ajoutée à chaque puits, ce qui permettra de 
visualiser le noyau des cellules. Une lamelle (22x50mm, VWR, Radnor, PA, US) est finalement 
déposée sur le dessus de la lame et le tout est laissé à sécher sur la nuit avant d’être scellé à 
l’aide d’un vernis. Les lames peuvent ensuite être observées à l’aide d’un microscope confocal 
à fluorescence (Axio Observer.Z1 Cell Observer®, Carl Zeiss, Oberkochen, Allemagne) et 
peuvent être conservées à 4oC ou à -20oC à plus long terme. Les images sont obtenues à l’aide 
du logiciel AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss) et peuvent être analysées pour fin de statistiques à 
l’aide du logiciel ImageJ (NIH, États-Unis). 
 
Tableau 5. Anticorps et fluorochromes pour les expériences de microscopie confocale 
Anticorps Clone Fluorochrome Origine Dilution  
R anti-H PPARG C26H12  Cell Signaling 1/200 
M anti-H CCR6 11A9  BD Pharmigen 1/100 
G anti-M IgG  Cy3 Invitrogen 1/500 
G anti-R IgG  Alexa Fluor 488 Invitrogen 1/500 
  DAPI Invitrogen  
R, rabbit; H, human; M, Mouse; G, goat 
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3.20 Statistiques 
Les différences statistiquement significatives entre différents groupes (des valeurs de 
p<0.05 ont été considérées statistiquement significatives) ont été calculées à l’aide du test 
paramétrique de Student pour des échantillons appariés et non appariés, les tests non 
paramétriques de Mann-Whitney (pour des échantillons non appariés) et de Wilcoxon (pour des 
échantillons appariés), comme indiqué dans les légendes des figures. Toutes les analyses ont été 
réalisées à l’aide du logiciel Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA, États-Unis). 
 
 
59 
4. RÉSULTATS 
 
4.1 Permissivité à l’infection par le VIH-1 des cellules T CD4+ à profil de 
polarisation Th1Th17 versus Th1 
Des études récentes menées à notre laboratoire ont démontré que les sous-populations de 
lymphocytes T CD4+ mémoires à phénotype CCR4- CXCR3+ CCR6- et CCR4- CXCR3+ 
CCR6+, que nous nommerons respectivement Th1 et Th1Th17 subséquemment pour fin de 
simplification, sont hétérogènes du point de vue permissivité à l’infection par le VIH-1. Plus 
spécifiquement, les cellules Th1Th17 sont hautement permissives à l’infection, alors que les 
cellules Th1 y sont plutôt résistantes (227). Ces résultats servant de prémisse à notre projet de 
recherche, nous les avons validés en incluant de nouveaux donneurs et en utilisant la même 
souche virale à tropisme R5 et le même stock viral que pour la majorité des expériences 
présentées aux sections 4.4 et 4.5. 
 
Tel qu’attendu, nous avons détecté des niveaux élevés de réplication du VIH dans les cellules 
Th1Th17 comparativement aux cellules Th1 après 6 jours d’infection in vitro (Fig. 9A), et ce 
malgré une hétérogénéité marquée de la permissivité à l’infection entre les donneurs, tel 
qu’indiqué par les valeurs de concentrations (ng/ml) en protéine p24 du VIH. Après 6 jours 
d’infection, la forte réplication virale chez certains donneurs, notamment le donneur #5, a 
résulté en une mortalité élevée observée en microscopie optique par la présence de débris 
cellulaires et une diminution du nombre de cellules plus importante dans les puits contenant des 
cellules Th1Th17 comparativement à ceux contenant des cellules Th1. Les niveaux d’ADN 
viral intégré au génome cellulaire étaient aussi significativement plus élevés dans les Th1Th17 
par rapport aux Th1 au jour 12 après l’infection (Fig. 9B) (test t apparié, p<0.05 Th1Th17 
versus Th1). Ces résultats confirment que les lymphocytes T CD4+ à profil Th1Th17 du sang 
périphérique sont très permissives à l’infection in vitro par une souche à tropisme R5 du VIH, 
tandis que les cellules à profil Th1 y sont relativement résistantes. 
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Figure - Section 4.1 
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Figure 9. Les cellules à profil de polarisation Th1Th17 et Th1 sont respectivement permissives 
et résistantes à l’infection par le VIH-1. Les cellules CXCR3+CCR6+ et CXCR3+CCR6- ont été 
triées par cytométrie en flux et stimulées via CD3/CD28 pendant 3 jours. Les cellules ont été 
exposées à une souche virale du VIH à tropisme R5 (NL4.3BAL avec GFP à la place de Nef; 50 ng 
p24 du VIH/106 cellules) pour 3h à 37oC, puis lavées et mises en culture à une concentration de 106 
cellules/ml dans du RPMI 1640 10% FBS et IL-2 (5 ng/ml). A. Les surnageants sont recueillis tous 
les 3 jours et remplacés par des milieux frais. Les niveaux de protéine p24 du VIH dans les 
surnageants sont quantifiés par ELISA. B. Les cellules sont récupérées à jour 12 post-infection et 
l’intégration de l’ADN viral au génome cellulaire est mesurée par PCR en temps réel. (A, B) Les 
données sont représentées relativement aux niveaux des cellules Th1Th17. Les valeurs indiquées au-
dessus des barres représentent (A) la concentration en protéine p24 (ng/ml) et (B) le nombre de 
copies d’ADN viral intégré/106 cellules des cellules Th1Th17. (A, B) Les résultats sont représentatifs 
d’expériences réalisées avec les cellules de plus de 5 donneurs différents (n=2, Annie Bernier; autres 
donneurs par Annie Gosselin). 
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4.2 Étude de l’expression différentielle des gènes au niveau du génome entier par 
biopuce ADNc des lymphocytes T CD4+ à profil Th1Th17 versus Th1 
Afin d’identifier des signatures transcriptionnelles associées avec distinctes fonctions 
biologiques pouvant permettre d’expliquer la susceptibilité préférentielle des cellules Th1Th17 
versus Th1 à l’infection par le VIH, Patricia Monteiro a réalisé des études d’analyse 
transcriptionnelle au niveau du génome entier avec des biopuces ADNc en utilisant la 
technologie Affymetrix. Les analyses que nous en avons faites révèlent que sur un total de 54 
675 sondes, 38 113 ont été détectées et conservées après normalisation et filtration par appel de 
détection et variance pour nos 8 échantillons provenant de 4 donneurs non infectés par le VIH 
(Fig. 10A). L’analyse transcriptionnelle a été réalisée sur des cellules après trois jours de 
stimulation CD3 et CD28, ce qui pour d’autres expériences correspond au moment de 
l’infection des cellules. L’analyse de variance à un critère pour identifier les sondes 
différemment exprimées dans les deux sous-populations lymphocytaires a indiqué un total de 
780 sondes (p<0.05), soit 438 exprimées à la hausse et 342 à la baisse dans les cellules 
Th1Th17 versus Th1 d’après le facteur de changement entre les deux groupes (Fig. 10 A-C).  
 
Pour restreindre le nombre de gènes candidats à une recherche approfondie, nous avons ensuite 
établi un facteur de changement seuil à 1.3, ce qui correspond à 500 sondes dont 265 sont 
exprimées à la hausse et 235 à la baisse dans les cellules Th1Th17 versus Th1 (Fig. 10D, 
panneau de droite). Ces 500 sondes correspondent à 59 transcrits inconnus et 334 gènes connus 
dont 172 sont exprimés à la hausse et 162 à la baisse dans les Th1Th17 versus Th1. En 
considérant une p-value ajustée, ce nombre passe toutefois à 2 gènes exprimés à la hausse 
(RORC et IL-22) et aucun à la baisse, étant donné le nombre d’échantillons limité à 4 donneurs 
et la grande hétérogénéité des niveaux d’expression entre les donneurs (Fig. 10D, panneau de 
gauche). Les 334 gènes différemment exprimés et avec un FC>1.3 ou FC<-1.3 incluent des 
marqueurs connus des cellules à polarisation Th17 (i.e. CCR6, RORC, IL-17, CCL20, IL-22) 
(200), ce qui représente une validation initiale des résultats obtenus par biopuce (Tableaux 6A 
et 6B). 
 
Il est à noter que des études au niveau du génome entier par biopuces ADNc ont aussi été 
menées au laboratoire en utilisant la technologie Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA, États-
Unis) sur les quatre sous-populations lymphocytaires Th1, Th2, Th17 et Th1Th17 chez cinq 
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donneurs non infectés par le VIH (résultats non montrés). Ces travaux ont été réalisés par 
Patricia Monteiro, post-doctorante au laboratoire de 2008 à 2011, puis analysés par Aurélie 
Cleret-Buhot, post-doctorante au laboratoire depuis 2011. Les résultats obtenus par Illumina 
(Human Ref-6 V3 BeadChip) confirment les différences d’expression de plusieurs transcrits 
obtenus par Affymetrix (e.g. PPARγ, CXCR6), mais diffèrent pour certains transcrits (e.g. 
ISG20 (section 4.3 et Figure supplémentaire 1)). Ceci s’explique en partie par les différences 
entre les deux technologies. En effet, la technologie Affymetrix utilise des sondes ADN de 25 
nucléotides, alors que l’Illumina utilise des sondes de 50 nucléotides, ce qui est plus restrictif. 
La technologie Affymetrix est généralement plus sensible car elle nécessite l’utilisation de 1µg 
d’ARN par puce, alors que la technologie Illumina nécessite 100ng d’ARN par puce; ainsi, la 
technologie Affymetrix permet la détection d’un plus grand nombre de transcrits, tandis que 
que la technologie Illumina peut être appliquée à des petits échantillons d’ARN provenant de 
sous-populations cellulaires rares. 
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Figures - Section 4.2 
 
A. Sondes détectées (n = 38113) C. P-value < 0.05 (n = 780)  
B. P-value < 0.05 (n = 780) 
 
 
Figure 10. Analyse par biopuce de l’expression différentielle des gènes au niveau du génome 
entier dans les cellules T CD4+ mémoires CXCR3+CCR6+ (profil Th1Th17) versus 
CXCR3+CCR6- (profil Th1). Les cellules T CD4+ de quatre donneurs non infectés par le VIH ont 
été isolées par sélection négative en utilisant des billes magnétiques (pureté >95%), puis marquées 
avec des anticorps anti-CD45RA, CCR4, CXCR3 et CCR6. Les cellules ont été triées par cytométrie 
en flux afin de séparer les cellules mémoires (CD45RA-) CXCR3+CCR4-CCR6+ et CXCR3+CCR4-
CCR6-. Ces cellules ont été stimulées via CD3/CD28 durant 3 jours. L’ARN total a été extrait en 
utilisant une trousse d’extraction de Qiagen. 100 ng d’ARN a été rétrotranscrit en ADNc et hybridé 
sur une puce U133 Plus 2.0 du génome humain incluant >47,000 ensembles de sondes (Affymetrix). 
Une analyse de variance à un critère (ANOVA) a permis d’identifier les gènes différemment 
exprimés avec une valeur p <0.05 et de les classer selon leur facteur de changement (FC>1 ou <-1). 
A. Nombre de sondes détectées (n=38113) selon leur expression préférentielle dans les cellules 
Th1Th17 (n=438) versus Th1 (n=342). B. Facteur de changement (FC) des sondes différemment 
exprimés dans les Th1Th17 versus Th1 (n=780).  C. Carte de chaleur indiquant les niveaux relatifs 
d’expression des sondes différemment exprimées (n=780) dans les sous-populations Th1Th17 versus 
Th1 des quatre donneurs. 
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D. P-value < 0.05, FC > |1.3| 
 
 
 
Figure 10 (suite). Analyse par biopuces de l’expression différentielle de gènes au niveau du 
génome entier dans les cellules T CD4+ mémoires CXCR3+CCR6+ (profil Th1Th17) 
versus CXCR3+CCR6- (profil Th1). D. Parmi les gènes avec une valeur p <0.05, un facteur 
de changement (FC) seuil >1.3 (gènes exprimés à la hausse) ou <-1.3 (gènes exprimés à la 
baisse) est considéré pour sélectionner les gènes d’intérêt avec une expression différentielle. Le 
graphique indique le nombre de gènes régulés à la hausse (FC>1.3), à la baisse (FC<-1.3) ou 
simplement le nombre de gènes différemment exprimés dans les cellules Th1Th17 versus Th1 
en fonction de la valeur p (n=500) ou de la valeur p ajustée (n=2). 
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Tableau 6A. Gènes d’intérêt exprimés à la hausse dans les cellules Th1Th17 versus Th1 
 
Symbole FC Valeur p Nom du gène 
IL17A 44,94 6,31E-05 interleukin 17A 
IL22 29,18 5,42E-05 interleukin 22 
CCL20 26,69 6,39E-06 chemokine (C-C motif) ligand 20 
IL17F 10,47 3,88E-02 interleukin 17F 
RORC 7,73 1,54E-06 RAR-related orphan receptor C 
IL26 6,90 5,64E-05 interleukin 26 
IL23R 6,14 5,51E-05 interleukin 23 receptor 
CTSH 5,46 1,90E-05 cathepsin H 
CCR6 5,38 6,70E-04 chemokine (C-C motif) receptor 6 
PTPN13 4,45 1,28E-04 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 
IL1R1 3,39 3,96E-03 interleukin 1 receptor, type I 
LST1 2,60 7,24E-04 leukocyte specific transcript 1 
CXCR6 2,44 2,89E-03 chemokine (C-X-C motif) receptor 6 
AQP3 2,32 2,32E-02 aquaporin 3 (Gill blood group) 
MCAM 2,27 5,78E-04 melanoma cell adhesion molecule 
CCR2 2,25 3,39E-02 chemokine (C-C motif) receptor 2 
RORA 2,14 5,01E-03 RAR-related orphan receptor A 
CD80 2,08 1,27E-02 CD80 molecule 
IL18RAP 2,05 4,87E-02 interleukin 18 receptor accessory protein 
PPARG 2,04 1,85E-02 peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
TNFRSF25 2,01 8,22E-03 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25 
TNFSF13B 1,95 1,43E-02 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b 
LTB 1,87 1,24E-02 lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 
ARNTL 1,72 2,91E-02 aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 
IL15 1,69 1,18E-02 interleukin 15 
IL12RB1 1,56 3,05E-02 interleukin 12 receptor, beta 1 
THY1 1,54 4,30E-02 Thy-1 cell surface antigen 
MAP3K4 1,53 3,49E-03 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4 
CEACAM1 1,52 2,11E-02 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 
IL2 1,51 4,12E-02 interleukin 2 
ATF5 1,46 1,79E-02 activating transcription factor 5 
CD40LG 1,45 3,65E-02 CD40 ligand 
S100A4 1,41 2,73E-02 S100 calcium binding protein A4 
RUNX1 1,40 1,17E-02 runt-related transcription factor 1 
CD28 1,37 4,65E-02 CD28 molecule 
TRIM8 1,36 1,06E-02 tripartite motif-containing 8 
CTSC 1,35 1,43E-02 cathepsin C 
CASP4 1,34 2,52E-02 caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 
CYP27B1 1,33 3,07E-02 cytochrome P450, family 27, subfamily B, polypeptide 1 
FASLG 1,33 4,58E-02 Fas ligand (TNF superfamily, member 6) 
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Tableau 6B. Gènes d’intérêt exprimés à la baisse dans les cellules Th1Th17 versus Th1 
 
Symbole FC Valeur p Nom du gène 
XCL1 -7,53 1,02E-03 chemokine (C motif) ligand 1 
IL5 -3,35 1,02E-02 interleukin 5 (colony-stimulating factor, eosinophil) 
LAIR2 -2,57 4,13E-03 leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 2 
IL4 -2,47 1,28E-02 interleukin 4 
TIGIT -2,36 6,32E-04 T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains 
IL17RB -2,33 5,01E-03 interleukin 17 receptor B 
CXCL10 -2,31 4,63E-02 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 
FCRL3 -2,30 4,81E-02 Fc receptor-like 3 
SLAMF7 -2,08 2,68E-02 SLAM family member 7 
PTK2 -2,01 3,71E-04 PTK2 protein tyrosine kinase 2 
CXCR5 -2,00 1,25E-02 chemokine (C-X-C motif) receptor 5 
CADM1 -1,89 3,70E-02 cell adhesion molecule 1 
CD109 -1,84 3,37E-02 CD109 molecule 
SERPINB6 -1,80 3,49E-03 serpin peptidase inhibitor, clade B, member 6 
PECAM1 -1,76 4,39E-03 platelet/endothelial cell adhesion molecule 
NFIA -1,64 8,56E-03 nuclear factor I/A 
TIAM2 -1,64 7,65E-03 T-cell lymphoma invasion and metastasis 2 
BCL2L14 -1,63 3,24E-02 BCL2-like 14 (apoptosis facilitator) 
ACPL2 -1,58 1,34E-02 acid phosphatase-like 2 
IFI27 -1,57 2,56E-02 interferon, alpha-inducible protein 27 
CCL17 -1,54 1,92E-02 chemokine (C-C motif) ligand 17 
ALCAM -1,54 9,16E-03 activated leukocyte cell adhesion molecule 
H1F0 -1,50 1,97E-02 H1 histone family, member 0 
PLA2G4A -1,49 3,01E-02 phospholipase A2, group IVA 
HTATIP2 -1,49 3,38E-02 HIV-1 Tat interactive protein 2 
ISYNA1 -1,48 2,56E-02 inositol-3-phosphate synthase 1 
TAF15 -1,47 3,99E-02 TAF15 RNA polymerase II, TBP-associated factor 
GATA3 -1,46 1,47E-02 GATA binding protein 3 
HLA-DOA -1,42 3,20E-02 major histocompatibility complex, class II, DO alpha 
GRK5 -1,39 4,15E-02 G protein-coupled receptor kinase 5 
AARS -1,37 2,05E-02 alanyl-tRNA synthetase 
MARS -1,36 4,08E-02 methionyl-tRNA synthetase 
 
Tableau 6. Sur les 334 gènes avec une valeur p <0.05 et FC>1.3 ou FC<-1.3, 40 gènes exprimés à 
la hausse (en rouge, A) et 32 exprimés à la baisse (en vert, B) dans les cellules Th1Th17 versus 
Th1 ont été sélectionnés selon leur intérêt et leur pertinence dans le contexte de l’infection à VIH-
1 à partir des données de la littérature. 
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4.2.1 Analyses par Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) et Gene Ontology (GO) 
Afin d’identifier les processus biologiques différemment régulés dans les cellules Th1Th17 
et Th1, une analyse par Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) a été menée à partir des niveaux 
d’expression de l’ensemble des sondes détectées. Les scores d’enrichissement, p-values 
nominales et taux de fausse découverte (FDR) ont été générés pour un grand nombre 
d’ensembles de gènes disponibles dans la base de données des signatures moléculaires 
(MSigDB) du Broad Institute. Les fonctions biologiques ou voies de signalisation obtenant une 
p-value<0.05 ont été triées selon leur score d’enrichissement normalisé (NES). Cette analyse a 
révélé des différences significatives entre les deux sous-populations lymphocytaires notamment 
au niveau de leur potentiel migratoire (i.e. migration transendothéliale) et de leur activation (i.e. 
adhésion cellule-cellule, voie CTLA-4, réponse aux bactéries, cascade MAPKKK), ainsi qu’au 
niveau des voies de signalisation liées à l’apoptose (Fig. 11). 
 
4.2.2 Classification par fonction biologique via Gene Ontology 
Pour déterminer plus précisément comment ces différences peuvent influencer les cellules 
Th1Th17 et Th1 dans le contexte de l’infection à VIH, les 334 gènes différemment exprimés 
(p<0.05, FC>1.3 ou FC<-1.3) ont été classés selon leurs fonctions biologiques à l’aide des 
librairies Gene Ontology (GO). Les 13 catégories représentées ont été choisies sur la base des 
résultats obtenus préalablement par l’analyse GSEA. Les cartes de chaleur de ces fonctions 
biologiques indiquent une nette distinction dans les profils d’expression géniques entres les 
deux sous-populations de lymphocytes, en plus de présenter la variabilité entre les donneurs 
(Fig. 12 A-M). 
 
4.2.2.1 Molécules d’adhésion, cytokines et chimiokines 
Les gènes plus fortement exprimés dans les cellules Th1Th17 comparativement aux 
cellules Th1 incluent ceux codant pour les molécules d’adhésion MCAM (melanoma cell 
adhesion molecule, qui facilite l’entrée des cellules T au niveau du système nerveux central lors 
de la sclérose en plaques (340, 341)) et CEACAM1 (carcinoembryonic antigen cellular 
adhesion molecule 1, une molécule dont l’expression est augmentée par l’activation cellulaire 
(342)), les récepteurs de chimiokines CCR6 (essentiel pour la migration des cellules T dans les 
plaques de Peyer (226) et le système nerveux central (SNC) (343)), CCR2 (co-facteur de fusion 
pour certaines souches du VIH (344) dont l’expression serait associée aux cellules T produisant 
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de l’IL-17 (345)) et CXCR6 (corécepteur mineur du VIH (205), jouant un rôle essentiel dans la 
formation de la synapse immunologique avec les cellules exprimant le ligand CXCL16 (209)), 
les récepteurs de cytokines IL1R1 (dont le ligand IL-1 permet d’augmenter la prolifération et la 
différenciation des cellules T (346)), IL12RB1 et TNFRSF13B et les cytokines IL-17A, IL-17F, 
IL-22, IL-26 et lymphotoxine bêta (LTB). Les gènes plus exprimés dans les cellules Th1 
incluent ceux codant pour les molécules d’adhésion ALCAM (activated leukocyte cell adhesion 
molecule, impliquée dans  la migration vers le SNC (347)), PECAM1 et CAMD1, l’antigène de 
surface Thy-1, la protéine tyrosine kinase 2 (PTK2/FAK, dont l’activation est impliquée dans la 
déstabilisation des jonctions serrées (348)), le récepteur CXCR5 (associé aux cellules T 
auxiliaires folliculaires (Tfh) (349) et aux lymphocytes B, son expression sur les cellules B est 
diminuée chez les patients séropositifs (350)), les chimiokines CCL17 (ligand du CCR4 (351)), 
CXCL10 (ligand du CXCR3 (352)), XCL1/lymphotactine (ligand de XCR1, son expression est 
augmentée par la protéine Tat du VIH (353)) et les cytokines IL-5 et IL-4 (deux interleukines 
associées au profil Th2 respectivement impliquées dans la commutation de classe des 
immunoglobulines E (239) et dans le recrutement des éosinophiles (238)) (Fig. 12 A, B). Ces 
résultats identifient les récepteurs de chimokines CCR2 et CXCR6 et le récepteur à l’IL-1 
(IL1R1) comme de nouveaux marqueurs de cellules à polarisation Th1Th17 qui pourraient 
augmenter leur susceptibilité au VIH et favoriser leur prolifération. Le récepteur CXCR5 
apparaît quant à lui comme un nouveau marqueur des cellules à profil Th1. En plus de leur 
expression de CCR2 et CCR6 qui pourraient faciliter le recrutement des cellules Th1Th17 dans 
les plaques de Peyer et le cerveau (226, 354), l’expression différentielle des molécules 
d’adhésion liées à la migration vers le système nerveux central, MCAM par les cellules 
Th1Th17 et ALCAM par les cellules Th1, indique des mécanismes différents de recrutement de 
ces cellules vers le cerveau. 
 
4.2.2.2 Réponses inflammatoire et immune 
Les cellules Th1Th17 expriment à de plus hauts niveaux les ARNm correspondants à la 
molécule de costimulation CD28, au CD40 ligand (CD40LG/CD154, impliqué dans l’activation 
cellulaire (355)) et FAS ligand (FASLG, lié à l’induction de l’apoptose et dont l’expression est 
augmentée par la protéine Nef du VIH (356)), aux cytokines IL-2 (qui induit la prolifération des 
cellules T (357)) et IL-15 (qui stimule la réponse des cellules NK (358)), au récepteur de 
cytokines IL23R (dont le ligand IL-23 est impliqué dans le maintien du profil Th17 (254)), à la 
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protéine accessoire du récepteur IL-18 (IL18RAP) et au récepteur nucléaire PPARγ 
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma, qui inhibe la production de plusieurs 
cytokines pro-inflammatoires lorsque activé dans les macrophages (359)). Du côté des cellules 
Th1, on retrouve à nouveau l’expression préférentielle des ARNm correspondant aux cytokines 
de CCL17, CXCL10, XCL1, IL-5 et IL-4 (Fig. 12 C, D). Ainsi, les cellules à polarisation 
Th1Th17 apparaissent comme possiblement plus susceptibles à l’activation (CD28, CD40LG), 
à la prolifération cellulaire (IL-2) et à l’apoptose (FASLG), tout en exprimant un facteur dont 
l’activation permettrait d’inhiber leur différenciation et leur production de cytokines pro-
inflammatoires (PPARγ). 
 
4.2.2.3 Différenciation et transcription 
Les gènes exprimés à la hausse dans les cellules à profil Th1Th17 incluent la molécule de 
costimulation CD80, les récepteurs de TGF-β (cytokine nécessaire à la différenciation des 
cellules à profil Th17 induisant l’expression de RORC (360)) TGFBR1 et TGFBR2, les facteurs 
de transcription RORC, RORA, RUNX1 (runt-related transcription factor 1, important pour la 
régulation du développement hématopoïétique et la différenciation des cellules T (361)), 
PPARγ (dont l’activation inhibe pourtant l’expression de RORC (362)), ATF5 (activating 
transcription factor 5, dont l’activation conduit à une augmentation de la production de 
cytokines pro-inflammatoires (363)) et la protéine hélice-boucle-hélice ARNTL (aryl 
hydrocarbon receptor nuclear translocator-like, impliquée dans le maintien du rythme 
circadien (364)). Les cellules Th1 expriment quant à elles plus fortement les ARNm 
correspondant au facteur de transcription GATA3 (lié au profil de polarisation Th2 (365)), ainsi 
qu’aux 10 gènes de la famille ZNF (zinc finger protein) qui codent pour de petites protéines 
comportant un motif avec un atome de zinc et dont certaines régulent la transcription d’une 
multitude de gènes (366): ZNF80, ZNF82, ZNF107 (rôle suggéré dans la prolifération et la 
survie des cellules (367)), ZNF167, ZNF295, ZNF382 (inhibe la voie de signalisation NF-κB 
(368)), ZNF443 (impliqué dans la réponse apoptotique suite à l’irradiation (369)), ZNF642, 
ZNF767 et ZNF827 (Fig. 12 E, F). Les sous-populations Th1Th17 et Th1 expriment donc des 
profils distincts de facteurs de transcription qui influencent différemment leur différenciation et 
leurs fonctions biologiques. 
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4.2.2.4 Prolifération et cycle cellulaire 
Les cellules Th1Th17 se distinguent aussi du profil Th1 par leur expression de la pro-
protéine convertase FURIN (transforme dans leur forme active plusieurs régulateurs de la 
croissance cellulaire (370)), l’homologue de la phosphatase et de la tensine PTEN (pouvant être 
activée par la protéine de la matrice du VIH p17, associée avec les effets neurotoxiques du virus 
(371) et l’apoptose médiée par la protéine virale Tat (372)), LST1 (leukocyte specific transcript 
1, un inhibiteur de la prolifération (373)), le cytochrome CYP27B1, le récepteur de l’IL-12 
(IL12RB1, suggéré ayant un rôle dans la différenciation et/ou la prolifération des cellules 
produisant de l’IL-17 (374)), et la cytokine CSF2/GM-CSF (colony stimulating factor 2, 
granulocyte-macrophage, une cytokine typiquement produite par les cellules Th17 (375)). En 
revanche, les cellules Th1 expriment préférentiellement CTBP2 (important dans la régulation 
de la mitose (376)), le transducteur de signaux SMAD2 (qui médie les signaux liés au TGF-β 
(377)) et le régulateur des centrosomes NEK2 (378) (Fig. 12 G, J). Ces résultats suggèrent que 
les cellules à profil Th1Th17 pourraient être plus susceptibles à l’apoptose médiée par la 
protéine virale Tat étant donné leur expression de PTEN. 
 
4.2.2.5 Cytosquelette 
Les gènes plus fortement exprimés dans les cellules Th1Th17 comparativement aux 
cellules Th1 incluent ceux codant pour la protéine ANK1/SPH1 liant l’actine et la protéine 
tyrosine PTPN13/FAP1 (Fas-associated phosphatase) qui déphosphoryle le récepteur Fas et est 
donc impliquée dans la régulation de la susceptibilité à l’apoptose (379). Les cellules Th1 
expriment quant à elles de plus hauts niveaux des ARNm codant pour la cadhérine CDH1 et la 
protéine tyrosine kinase PTK2/FAK1 qui favorise le recrutement de la taline qui renforce les 
contacts cellule-cellule (380, 381) (Fig. 12H). 
 
4.2.2.6 Apoptose et réponse au stress 
Parmi les gènes liés à ces deux fonctions cellulaires, les cellules Th1Th17 expriment 
préférentiellement de nombreux gènes déjà cités dans d’autres voies dont FASLG et PTEN qui 
peuvent tous deux induire la mort cellulaire (356, 382), mais aussi la caspase 4 (CASP4, 
l’activation séquentielle des caspases induit l’apoptose (383)), le facteur de transcription ATF5 
(activating transcription factor 5, induit entre autres par un manque en acides aminés et 
l’exposition à l’arsenite (384)), l’effecteur de l’apoptose  PERP (interagit avec la protéine pro-
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apoptotique p53 et agit comme un suppresseur de tumeur (385)), le récepteur TNFRSF25 et la 
protéine kinase MAP3K4 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4, impliquée dans 
l’apoptose induite entre autres par les stress osmotiques et les ultraviolets (386)). 
Comparativement aux cellules Th1Th17, les cellules Th1 surexpriment les gènes 
BCL2L14/BCLG (dont l’expression favorise l’apoptose (387)), la protéine ZNF443 (zinc 
finger) liée à l’apoptose due à l’irradiation (369) et DAPK1 (death-associated protein kinase 1, 
un médiateur de la mort cellulaire induite par l’IFN-γ (388)) (Fig. 12 K, L). Ces profils 
d’expression indiquent différents potentiels de réponse au stress et de contrôle de l’apoptose, les 
cellules à polarisation Th1Th17 semblant plus susceptibles à l’apoptose que les cellules Th1 
étant donné le nombre et l’importance des molécules liées à l’induction de cette voie plus 
fortement exprimées par les Th1Th17. 
 
4.2.2.7 Signaux de transduction 
La carte de chaleur Gene Ontology des molécules impliquées dans les signaux de 
transduction reprend beaucoup des gènes déjà cités, mais aussi de nombreuses kinases pouvant 
influencer la sensibilité des cellules à divers signaux. Notamment, les cellules Th1Th17 
expriment à de plus hauts niveaux les ARNm des kinases MAPKAPK2/MK2 (mitogen-
activated protein kinase-activated protein kinase 2, importante pour la sécrétion de TNF-α et 
IL-6 et pour le développement des réponses inflammatoires (389)), RAPGEF3/Epac1 
(exchange protein activated by cAMP, dont l’expression pourrait favoriser l’adhésion des 
cellules (390)) et HIPK2 (homeodomain interacting protein kinase 2, un régulateur positif du 
suppresseur de tumeur p53 (391)). D’un autre côté, les cellules à polarisation Th1 expriment 
préférentiellement les ARNm des kinases GRK5 (G protein-coupled receptor kinase 5, dont 
l’expression inhibe l’activité transcriptionnelle de NF-κB (392)) et CNKSR2/KSR2 (kinase 
suppressor of Ras 2), un autre régulateur négatif de la voie NF-κB (393) (Fig. 12 I). Ainsi, 
comparativement aux cellules Th1Th17, les cellules à polarisation Th1 semblent moins 
propices à l’activation et à la transduction des signaux de la voie NF-κB, voie favorisant la 
réplication du VIH (section 1.10.1). 
 
4.2.2.8 Protéolyse 
Les cellules Th1Th17 se distinguent des cellules Th1 par leur expression de certains gènes 
liés à la protéolyse, incluant les cathepsines (familles de protéases dont certaines peuvent cliver 
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les protéines d’enveloppe du VIH (394)) CTSC et CTSH ainsi que la pro-protéine convertase 
FURIN (responsable du clivage de la polyprotéine gp160 du VIH en gp120 et gp41 (16)) (p = 
0.039, FC = 1.61) qui sont plus fortement transcrits dans les cellules Th1Th17, alors que 
SENP8/NEDP1 (indirectement associé à l’activité de l’ubiquitine E3 ligase culline 4A connue 
pour s’associer à la protéine virale Vpr pour médier l’arrêt de la phase G2 du cycle cellulaire 
(395)) fait partie des gènes préférentiellement transcrits dans les cellules à polarisation Th1 
(Fig. 12 M). 
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Figures - Section 4.2.1 
 
 
 
 
Figure 11. Fonctions biologiques et voies de signalisation différemment exprimées dans les 
cellules Th1Th17 versus Th1 déterminées par Gene Set Enrichment Analysis. Les niveaux 
d’expression de 38 113 ensembles de sondes des cellules Th1Th17 et Th1 provenant de quatre 
donneurs non-infectés par le VIH ont été obtenus par biopuces ADNc Affymetrix. Ces résultats 
ont été utilisés pour une recherche dans les collections de base de données MsigDB (Molecular 
Signature Database, Broad Institute) C2, C3 et C5. Les collections C2 et C5 ont révélé plusieurs 
fonctions biologiques et voies de signalisation différemment exprimées dans les cellules Th1Th17 
versus Th1 (p<0.05 dans GSEA). Parmi celles-ci, six ont été sélectionnées sur la base de leur score 
d’enrichissement normalisé (NES) et de leur intérêt potentiel dans le contexte de l’infection à VIH. 
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Figure 12. Fonctions biologiques des gènes différemment exprimés dans les cellules Th1Th17 
versus Th1. Les gènes différemment exprimés (p<0.05, FC>1.3 ou FC<-1.3) ont été classifiés sur 
la base de leurs fonctions biologiques associées en utilisant Gene Ontology tel qu’indiqué. Les 
cartes de chaleurs ont été générées à l’aide du langage de programmation R et les librairies ggplot2 
et pheatmap (R Core Team) en incluant les données d’expression obtenues sur les cellules 
Th1Th17 et Th1 de quatre donneurs différents. Pour chaque carte de chaleur, les gènes exprimés à 
la hausse dans les cellules Th1Th17 sont en rouge et les gènes exprimés à la baisse en vert. 
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Figure 12 (suite). Fonctions biologiques des gènes différemment exprimés dans les cellules 
Th1Th17 versus Th1. 
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4.2.3 Analyses par Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 
Les données recueillies par biopuce ont aussi été chargées dans l’application Ingenuity 
Pathway Analysis (IPA) dans le but de confirmer les résultats obtenus par GSEA et GO, en plus 
de permettre la visualisation des réseaux de gènes et des voies de signalisation différemment 
exprimés dans les cellules Th1Th17 versus Th1. Pour ce faire, chaque identifiant de gène de 
l’ensemble des données a été lié à son objet gène correspondant dans la base de données 
Ingenuity (Ingenuity Pathways Knowledge Base) avant de procéder à l’analyse fonctionnelle 
révélant les voies canoniques différemment exprimées (p<0.05). Parmi les 37 voies canoniques 
significatives identifiées par IPA, nous en avons sélectionnées 21 sur la base de leur intérêt 
potentiel dans le contexte de l’infection par le VIH (Fig. 13A). L’analyse fonctionnelle par IPA 
a réaffirmé une distinction dans les profils d’expression des gènes liés aux cytokines et 
chimiokines (voies #2, 3, 4 à partir du haut, Fig. 13A) ainsi qu’à la différenciation des 
lymphocytes T auxiliaires (voie #1) et a identifié à nouveau des voies liées à la migration et 
l’adhésion des cellules T (voies #12, 14, 16) et à la prolifération (voies #5, 10). Plus 
spécifiquement, les voies de signalisation et de production de l’IL-15 (voies #7, 20) 
apparaissent aussi toutes deux différemment régulées dans les cellules Th1Th17 versus Th1. La 
cytokine IL-15 qui fait partie de la famille de l’IL-2 stimule la prolifération et les fonctions 
effectrices des cellules T et NK (358). Diverses voies de signalisation sont aussi identifiées dont 
la voie ERK/MAPK (voie #8) liée entre autres à la division cellulaire (396), la signalisation 
Nur77 (voie #13) impliquée dans l’apoptose (397), la signalisation via p38 MAPK connue pour 
son rôle dans la sénescence due au stress (398), ainsi que la voie PKCƟ (voie #15) pouvant 
promouvoir la différenciation des cellules T vers un profil de polarisation Th17 (399). 
Finalement, plusieurs voies canoniques liées à la famille PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor) ou au RXR (récepteur X des rétinoïdes), deux molécules formant un 
complexe hétérodimère, ainsi qu’au RAR (récepteur des acides rétinoïques) sont aussi 
différemment régulées (voies #9, 17, 19, 21) et connues pour jouer un rôle dans la 
différenciation cellulaire et l’inflammation (400). 
 
Suite à cette analyse fonctionnelle, nous avons utilisé IPA afin de superposer les résultats 
d’expression de gènes obtenus par biopuce, soit à des figures de voies de signalisation d’intérêt 
pré-existantes dans le logiciel (Fig. 13 B-C, E) soit à des réseaux moléculaires générés 
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algorithmiquement en fonction de leur connectivité (Fig. 13 D, F). Le schéma de différenciation 
des cellules T CD4+ illustre bien l’expression différentielle des principaux marqueurs liés au 
profil Th17 (RORC, IL-17A, IL-17F) dans les cellules Th1Th17 versus Th1, en plus de relever 
l’expression à la hausse des molécules CD28, CD40L et IL-2 pouvant résulter en une 
susceptibilité accrue à l’activation cellulaire et favoriser la prolifération (355) (Fig. 13B). En 
plus des cytokines liées au profil Th17, la figure suivante résumant l’implication des cytokines 
dans la médiation de la communication entre les cellules du système immunitaire fait ressortir 
l’expression préférentielle des interleukines IL-15, IL-22 et IL-26 dans les cellules Th1Th17 
(Fig. 13C). L’IL-15 est importante pour stimuler la réponse des cellules NK (358), alors que 
l’IL-22 et l’IL-26 favoriseraient la réponse immunitaire au niveau des muqueuses, notamment à 
la muqueuse intestinale (255, 256, 401, 402). 
 
Le réseau moléculaire des principaux gènes impliqués dans l’inflammation créé à partir des 
gènes différemment exprimés dans les cellules Th1Th17 versus Th1 (Fig. 13D) inclus plusieurs 
cytokines et récepteurs à cytokines (e.g. IL-22, IL-23R, CXCL10, TNFRSF25) et reprend 
certaines des informations contenues dans les voies précédentes (e.g. RORC, CD80, CD40L) 
(Fig. 13 B-C). La majorité des molécules incluses algorithmiquement à ce réseau moléculaire 
sont exprimées à la hausse dans les Th1Th17 (64/87). D’intérêt, ce réseau fait aussi ressortir 
l’expression préférentielle dans les Th1Th17 de deux récepteurs de la famille PPAR (alpha et 
gamma), ainsi que du gène ARNTL (Fig. 13D, en haut à droite). Les PPAR sont des récepteurs 
nucléaires qui, lorsque activés, agissent comme des facteurs de transcription (403). Comme le 
montre la voie de signalisation des PPARs (Fig. 13E), PPARα est entre autres impliqué dans le 
métabolisme des acides gras, alors que PPARγ joue un rôle dans la différenciation des 
adipocytes et le métabolisme du glucose. PPARγ est toutefois aussi connu pour ses propriétés 
anti-inflammatoires (359) et plus récemment pour sa capacité à diminuer la réplication du VIH 
dans les macrophages (404). Quant au gène ARNTL (aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator-like), il serait impliqué dans le maintien du rythme circadien via notamment son 
interaction avec le gène CLOCK (364) (Fig. 13F). Cependant, des travaux de Wang et al. 
indiquent aussi des interactions directes ou indirectes entre les PPARs, ARNTL et AhR (aryl 
hydrocarbon receptor) (405), un récepteur cytoplasmique dont l’activation favorise la 
différenciation des lymphocytes T vers le profil Th17 (406). 
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  Figures - Section 4.2.2 
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Figure 13. Voies canoniques et réseaux moléculaires différemment exprimées dans les cellules 
Th1Th17 versus Th1 déterminés par Ingenuity Pathway Analysis. Les niveaux d’expression de 38 
113 ensembles de sondes dans les cellules Th1Th17 et Th1 de quatre donneurs non infectés par le 
VIH ont été obtenus par biopuces Affymetrix. Ces résultats ont été téléchargés vers le logiciel 
Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity Systems Inc.) où chaque identifiant de gène a été lié à 
son objet gène correspondant dans la base de données Ingenuity. A. L'analyse fonctionnelle a 
identifié les voies canoniques différemment exprimées (p<0.05) face à l'ensemble des données. Parmi 
celles-ci, 21 ont été sélectionnées sur la base de leur valeur p et de leur intérêt potentiel dans le 
contexte de l’infection à VIH. L’axe des x représente les pourcentages de gènes régulés à la hausse 
(en rouge), à la baisse (en vert) ou absents de l’ensemble des sondes (en blanc) chez les Th1Th17 
versus Th1, ainsi que le –log (p-value) calculé par le test exact de Fisher d’extrémité droite (en 
orange) pour chaque voie canonique. Les nombres adjacents à chaque voie canonique représentent le 
nombre total de gènes qui y sont inclus. (B-F) Les résultats obtenus par biopuces ont été superposés à 
des réseaux moléculaires développés à partir des informations contenues dans Ingenuity sous la 
forme de voies de signalisation pré-existantes dans la base de données ou de réseaux d’interactions 
générés algorithmiquement à partir d’un gène d’intérêt sélectionné. Les gènes exprimés à la hausse 
(en rouge) ou à la baisse (en vert) dans les cellules Th1Th17 versus Th1, les gènes détectés avec 
différence non significative (en gris) et les gènes exprimés de façon identique ou non présents sur la 
biopuce (en blanc). B. Gènes associés à la différenciation des cellules T CD4+ vers les profils de 
polarisation Th1, Th2, Th17, Treg et Tfh. 
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Figure 13 (suite). Voies canoniques et réseaux moléculaires différemment exprimés dans les 
cellules Th1Th17 versus Th1 déterminés par Ingenuity Pathway Analysis. C. Rôle des cytokines 
dans la médiation de la communication au niveau du système immunitaire. 
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Figure 13 (suite). Voies canoniques et réseaux moléculaires différemment exprimés dans les 
cellules Th1Th17 versus Th1 déterminés par Ingenuity Pathway Analysis. D. Réseau moléculaire 
des principaux gènes liés à l’inflammation. 
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Figure 13 (suite). Voies canoniques et réseaux moléculaires différemment exprimés dans les 
cellules Th1Th17 versus Th1 déterminés par Ingenuity Pathway Analysis. E. Voie de 
signalisation via le facteur de transcription PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor). 
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F 
 
 
Figure 13 (suite). Voies canoniques et réseaux moléculaires différemment exprimés dans les 
cellules Th1Th17 versus Th1 déterminés par Ingenuity Pathway Analysis. F. Réseau moléculaire 
des principales interactions du facteur de transcription ARNTL (Aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator-like). 
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4.3 Validation de l’expression différentielle des gènes dans les cellules Th1Th17 
versus Th1 
La RT-PCR en temps réel a été utilisée pour quantifier l’expression au niveau de l’ARNm 
de huit gènes différemment exprimés selon les analyses des données de biopuce. Nous avons 
ainsi validé l’expression préférentielle des ARNm de CXCR6, PPARγ, ARNTL, CTSH, 
PTPN13 et MAP3K4 dans les cellules Th1Th17 et inversement, l’expression préférentielle des 
ARNm de SERPINB6 et PTK2 dans les cellules à polarisation Th1 (test t de Student non 
apparié, p<0.05) (Fig. 14A). Parallèlement aux analyses utilisant des biopuces de technologie 
Affymetrix, des études utilisant des biopuces de type Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA, 
États-Unis) ont aussi été menées au laboratoire (section 4.2, résultats non montrés) et ont 
identifié le gène ISG20 comme préférentiellement exprimés dans les cellules Th1 versus 
Th1Th17 chez 5 donneurs non infectés par le VIH. Ces résultats étant différents de ceux 
obtenus par Affymetrix, nous avons clarifié l’expression différentielle de l’ARNm d’ISG20 par 
RT-PCR en temps réel et ainsi validé son expression préférentielle dans les cellules Th1 (Fig. 
supplémentaire 1). 
 
Suite à la validation de l’expression au niveau de l’ARNm, nous avons sélectionné deux gènes 
d’intérêt particulier pour validation au niveau des protéines par immunobuvardage. Pour 
ARTNL, nous avons observé une certaine variabilité selon les donneurs, avec deux donneurs 
sur trois présentant une plus forte expression dans les cellules Th1Th17. Les résultats sur 
PPARγ obtenus de deux donneurs semblent quant à eux confirmer l’expression préférentielle de 
cette molécule dans les cellules Th1Th17 (Fig. 14B). Toutefois, étant donné les faibles niveaux 
d’expression d’ARNTL et de PPARγ dans les deux sous-populations lymphocytaires à l’étude, 
les expériences d’immunobuvardage ont nécessité de fortes concentrations de lysats cellulaires. 
Les cellules Th1Th17 et Th1 triées par cytométrie en flux étant dispendieuses et limitées en 
nombre ainsi qu’en donneurs, nous avons donc subséquemment favorisé une technique de 
quantification de l’expression des protéines par microscopie confocale à fluorescence pour 
confirmer l’expression différentielle de PPARγ. Conformément aux résultats sur biopuce et aux 
mesures par RT-PCR en temps réel et immunobuvardage, la visualisation par microscopie après 
marquage PPARγ a démontré l’expression préférentielle de PPARγ dans les cellules Th1Th17 
versus Th1 chez 3 donneurs (test t de Student non apparié, p<0.05) (Fig. 15). 
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Finalement, étant donné notre intérêt pour ARNTL et son interaction potentielle avec le 
récepteur AhR, nous avons aussi mesuré l’expression d’AhR aux niveaux de l’ARNm et des 
protéines (Fig. supplémentaire 2). Tel que dans les données obtenues par biopuce, nous n’avons 
pas observé de différence significative d’expression entre les Th1Th17 et les Th1 pour ce gène, 
mais nous avons constaté une grande variabilité d’expression entre les donneurs, autant au 
niveau de l’ARNm que des protéines. 
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Figure – Section 4.3 
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Figure 14. Validation de l’expression différentielle des gènes d’intérêt dans les cellules Th1Th17 
versus Th1. Les cellules Th1Th17 et Th1 triées de donneurs non-infectés par le VIH ont été 
stimulées via CD3/CD28 durant 3 jours. A. L’ARN total a été extrait avec une trousse d’extraction de 
Qiagen. Les RT-PCR quantitatives en temps réels ont été réalisées sur LightCycler 480 II (Roche) à 
l’aide de la trousse QuantiTect SYBR Green RT PCR et des amorces spécifiques (Qiagen). La 
quantification a été réalisée par rapport à une courbe standard générée avec de l’ADNc de chaque 
transcrit. L’expression relative de chacun des gènes a été normalisée par rapport aux niveaux d’ARN 
ribosomal 28S. Les résultats d’expression de l’ARNm de cinq donneurs différents et les valeurs du 
test t de Student apparié sont indiquées (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001) pour chaque gène. B. 
En parallèle, des cellules ont été lysées et la concentration des lysats en protéines a été déterminée 
par la méthode de Bradford. 40 µg de protéines par puits ont été utilisés pour un immunobuvardage 
sur gel d’acrylamide. Après transfert sur membranes PVDF, celles-ci ont été exposées à des Acs anti-
PPARγ ou anti-ARNTL. La révélation est faite par dosage de la chimioluminescence (ECL Plus, GE 
Healthcare) sur film photographique. L’expression de la β-actine est utilisée comme contrôle afin de 
calculer l’intensité relative à l’aide du logiciel GelEval v1.35, tel qu’indiqué sous chaque bande. 
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Figure 15. Validation de l’expression différentielle de PPARγ  dans les cellules Th1Th17 versus 
Th1 par microscopie confocale. Les cellules triées et activées comme décrit dans la légende de la 
Figure 14 ont été fixées sur une lame de microscopie et marquées par un Acs anti-PPARγ puis par un 
Acs secondaire couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488. Un marquage des noyaux par DAPI 
(ProLong Gold Antifade with DAPI, Invitrogen) a ensuite été réalisé. Les cellules ont été observées 
en microscopie confocale à fluorescence (Axio Observer.Z1 Cell Observer®, Carl Zeiss). A. Les 
images ont été obtenues à l’aide du logiciel AxioVision 4.8.2. (Carl Zeiss) avec un grossissement à 
40X. B. Les niveaux de fluorescence de 60 cellules Th1Th17 et Th1 ont été mesurés via le logiciel 
ImageJ (NIH) et la valeur du test t de Student non apparié est indiquée (**** p ≤ 0.0001). (A, B) Les 
résultats présentés sont obtenus sur 1 donneur et sont représentatifs de n=3. 
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4.4 Rôle de PPARγ  dans l’infection par le VIH-1 
Nous avons déterminé que le récepteur nucléaire PPARγ est préférentiellement exprimé 
dans les cellules à polarisation Th1Th17 (sections 4.2 et 4.3), des cellules hautement 
permissives à la réplication du VIH, comme démontré au laboratoire (227). Étant donné les 
rôles de PPARγ dans la différenciation vers le profil Th17 (et Th1Th17) (362) et dans la 
diminution de la réplication du VIH dans les macrophages (404), nous avons sélectionné ce 
gène pour une étude de ses implications potentielles dans le contrôle de la réplication du VIH 
au niveau des lymphocytes T CD4+, particulièrement dans les cellules à profil Th1Th17. 
 
4.4.1 La rosiglitazone est un agoniste de PPARγ  dans les cellules T CD4+ mémoires 
Afin de déterminer les effets de l’activation de la voie de signalisation PPARγ sur 
l’infection par le VIH, nous avons d’abord validé l’utilisation de la rosiglitazone (RGZ) comme 
agoniste de cette voie dans notre contexte expérimental à la concentration choisie (50µM, 
choisie sur la base des effets sur l’activation de la voie et en absence d’effets délétères sur la 
viabilité cellulaire). PPARγ est un récepteur nucléaire de type 2 et est localisé au noyau de 
façon prédominante. Toutefois, l’équilibre entre l’exportation et l’importation nucléaire de ce 
récepteur est influencée par son interaction avec ses ligands, dont font partie la RGZ (330, 407). 
Ainsi, pour observer l’activation de la voie par la rosiglitazone, nous avons d’abord mesuré 
l’expression cytoplasmique et nucléaire de PPARγ en microscopie confocale à fluorescence 
(Fig. 16A). En visualisant le noyau cellulaire par coloration DAPI et l’expression de PPARγ 
dans un autre canal de fluorescence dans le cadre d’observations multiples dans l’axe Z à un 
grossissement de 100X pour chaque cellule analysée, nous avons pu quantifier le ratio 
d’expression de PPARγ au noyau versus dans la cellule totale. Nous avons observé que la 
culture des cellules en présence de RGZ (50µM) durant 20 heures augmente de près de 25% la 
proportion de PPARγ localisé au noyau (Fig. 16B), illustrant l’activation de la voie de 
signalisation. Pour confirmer que cet effet est induit par la RGZ via PPARγ, nous avons 
comparé ces résultats avec des cellules cultivées en présence de RGZ et de T0070907, un 
inhibiteur spécifique de PPARγ (331). L’ajout de T0070907 permet d’inhiber l’effet de la RGZ 
et donc de retrouver des ratios de localisation nucléaire similaires aux cellules non traitées. 
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Fait à noter, les cellules traitées avec la RGZ apparaissent plus petites et forment moins 
d'agrégats cellulaires sur lame que les cellules contrôle ou que celles cultivées avec la RGZ et le 
T0070907 simultanément (Fig. 16A). Or, l’activation de PPARγ est entre autres liée à une 
inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires dont l’IFN-γ (408) et à une 
diminution de l’expression de l’intégrine ICAM-1 (409) importante pour la formation des 
agrégats de cellules T médiée par l’activation cellulaire (410). Aussi, pour nos observations en 
microscopie, nous n’avons pas ajouté d’IL-2 aux milieux de culture au moment de l’ajout de la 
RGZ. Or, la RGZ est connue pour inhiber la production d’IL-2, une cytokine importante pour la 
prolifération et l’activation (411). Nos observations morphologiques représentent ainsi une 
confirmation supplémentaire de l’activation de la voie PPARγ par la RGZ résultant en une 
diminution de l’activation cellulaire et de l’inflammation. 
 
4.4.2 L’activation de la voie PPARγ  inhibe la réplication du VIH dans les cellules T 
CD4+ mémoires totales et dans les cellules à polarisation Th1Th17 
Dans les macrophages, l’activation du récepteur nucléaire PPARγ permet une diminution 
de la réplication du VIH en modulant l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription 
NF-κB (404). Afin d’établir si l’activation de PPARγ dans les cellules T CD4+ permet une 
inhibition semblable de la réplication du VIH, nous avons dans un premier temps isolés des 
lymphocytes T CD4+ mémoires que nous avons exposés au VIH puis cultivés en présence ou 
en absence de RGZ. Les cinétiques de réplication virale mesurées par quantification de la 
protéine p24 du VIH dans les surnageant de cultures indiquent une forte inhibition (≥ 60%) de 
la réplication virale dans ces cellules par le traitement avec la RGZ (Fig. 17A), et ce dans le 
contexte d’infections avec de faibles (13ng p24/106 cellules) ou de fortes doses (50ng p24/106 
cellules) de virus. Les niveaux d’intégration de l’ADN viral au génome cellulaire mesurés par 
PCR en temps réel à jour 3 post-infection sont non significativement distincts entre les cellules 
contrôle et celles cultivées en présence de RGZ (Fig. 17B), ce qui suggère que la RGZ 
n’influence pas ou peu l’intégration du génome viral et agit plutôt à des niveaux post-
intégration. Les niveaux d’intégration à jour 14 correspondent quant à eux à de nombreux 
cycles d’infection, ils sont donc influencés par la production virale des premiers cycles 
d’infection et reflètent la réplication observée à jour 14 par la cinétique correspondante. 
 
Dans un deuxième temps, nous avons isolés des cellules T CD4+ mémoires à polarisation 
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Th1Th17 pour déterminer si l’inhibition de la réplication du VIH observée dans les cellules T 
CD4+ mémoires totales y est similaire. Nous avons observé une inhibition de la réplication 
allant jusqu’à 36% à jour 12 post-infection en présence de RGZ (Fig. 17C) et des niveaux 
d’intégration à jour 12 diminués de façon semblable (Fig. 17D). Ainsi, il semble que 
l’activation de la voie PPARγ par la RGZ permet de diminuer l’infection par le VIH dans les 
cellules T CD4+ mémoires totales et aussi plus particulièrement au sein de la sous-population à 
profil Th1Th17 qui représentent des cellules très permissives à l’infection par le VIH et 
exprimant PPARγ (sections 4.1 et 4.3). Toutefois, la plus faible inhibition de la réplication du 
VIH par la RGZ mesurée dans les cellules Th1Th17 (≤ 36%) comparativement aux cellules T 
CD4+ mémoires (≥ 60%) suggère que l’inhibition de la réplication médiée par l’activation de 
PPARγ dans ces cellules est en partie contrebalancée par des facteurs de permissivité à 
l’infection qui sont différemment exprimés par les différentes sous-populations lymphocytaires. 
 
Finalement, pour valider le rôle de PPARγ comme régulateur négatif de la réplication du VIH 
dans les cellules T CD4+ mémoires, nous avons observé les effets de l’inhibition de PPARγ sur 
la réplication virale à l’aide de l’interférence ARN. La cinétique d’expression de PPARγ suite à 
la stimulation via CD3/CD28 (Fig. 18A) a d’abord été déterminée chez plusieurs donneurs pour 
sélectionner un moment propice à la transfection avec les ARN interférents (ARNi) tout en 
tenant compte du protocole d’infection au jour 3 post-stimulation CD3/CD28 et de la durée de 
l’interférence. L’efficacité de l’interférence ARN dirigée contre PPARγ (siPPARγ) 
comparativement à des cellules transfectées avec un ARN contrôle non spécifique (siNT) a été 
mesurée au niveau des ARNm au moment correspondant à l’exposition au VIH (Fig. 18B, 76% 
de diminution de l’expression). L’interférence contre PPARγ résulte en une augmentation 
significative de la réplication du VIH tel que mesurée à jour 3 post-infection (Fig. 17C, panneau 
de gauche). Les mesures d’intégration du génome viral sont quant à elles similaires, ce qui tend 
à confirmer l’hypothèse selon laquelle l’activation de PPARγ inhibe principalement le cycle de 
réplication virale à des niveaux post-intégration (Fig. 18C, panneau de droite). Cependant, la 
courte durée d’efficacité de l’interférence ARN et la mortalité cellulaire associée à la 
transfection ne permettent pas de réaliser des cinétiques d’infection jusqu’à jour 12 dans ce 
système. Pour ce faire, nous avons souhaité employer l’inhibiteur spécifique T0070907 afin 
d’obtenir une inhibition prolongée de PPARγ. Or, la concentration de T007907 nécessaire 
(10µM) à l’inhibition de PPARγ et/ou à la restauration des niveaux d’activité basale de PPARγ 
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en présence de RGZ dans nos cellules s’avère causer trop de mortalité cellulaire à partir de 48 
heures d’exposition pour être considérée (résultats non montrés).  
 
4.4.3 Rôle de PPARγ  dans la réponse immunitaire 
Les résultats présentés aux Figures 17 et 18 indiquent le rôle de PPARγ dans l’inhibition de 
la réplication du VIH. Dans ce contexte, nous avons d’abord considéré les effets de la 
concentration utilisée de RGZ (50µM) sur la viabilité, la prolifération et l’expression du 
récepteur CD4 et co-récepteur du VIH CCR5 chez les cellules T CD4+ mémoires à l’aide de la 
cytométrie en flux (Fig. 19A). Les statistiques sur plusieurs donneurs montrent que la culture 
des cellules en présence de RGZ à 50µM ne cause pas de changement dans les proportions de 
cellules viables et de prolifération (Fig. 19B). Il est à noter que l’activation de PPARγ est déjà 
connue comme inhibant la production d’IL-2, une cytokine importante pour la prolifération 
cellulaire (411). Toutefois, PPARγ n’interfère pas avec la capacité des cellules à répondre à 
l’IL-2 exogène. Or, dans notre contexte expérimental, afin de comparer ces résultats à nos 
données d’infection, de l’IL-2 a été ajoutée aux milieux de culture en même temps que l’ajout 
de la RGZ. Ces observations sur la prolifération sont donc applicables à nos expériences 
d’infection, mais ne sont probablement pas représentatives des effets de la RGZ en absence 
d’ajout d’IL-2. L’expression du CD4 et du CCR5 ne sont pas non plus influencées par la RGZ 
dans ce contexte (Fig. 19B). Nous concluons donc que nos mesures de l’inhibition de la 
réplication virale par l’activation de PPARγ ne sont pas dues à des comptes cellulaires 
significativement différents (hormis la mortalité induite par la réplication du virus et non par la 
présence directe de RGZ), ni à une diminution de l’expression du récepteur CD4 et/ou du co-
récepteur CCR5 importants pour l’entrée du virus dans les cellules, ce qui correspond à notre 
hypothèse selon laquelle PPARγ inhibe principalement la réplication à un niveau post-
intégration. 
 
Nous avons ensuite déterminé les effets de la RGZ sur la production de cytokines pro-
inflammatoires, celles-ci pouvant favoriser l’activation cellulaire et donc la susceptibilité à 
l’infection par le VIH (412). Nos études étant basées sur la permissivité différentielle au VIH 
des cellules à profil Th1Th17 versus Th1, nous avons quantifié la production d’IL-17 (liée aux 
profils Th1Th17 et Th17) et d’IFN-γ (lié aux profils Th1Th17 et Th1) (sous-sections 1.9) des 
cellules T CD4+ cultivées en présence de RGZ. L’ajout de la RGZ en même temps (Fig. 20A) 
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ou après la stimulation des cellules via CD3/CD28 (Fig. 20B) mène au bout de trois jours à une 
tendance à la baisse de la production d’IL-17 et également à une baisse significative de la 
production d’IFN-γ, ce qui pourrait corréler avec un moindre niveau d’activation cellulaire en 
présence de RGZ. 
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Figures – Sections 4.4.1 à 4.4.3 
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Figure 16. Validation des effets de la rosiglitazone et de l’inhibiteur T007907 sur l’expression et 
la localisation de PPARγ  dans les cellules T CD4+ mémoires. Des cellules T CD4+ mémoires 
isolées par sélection négative en utilisant des billes magnétiques ont été stimulées via CD3/CD28 
durant 3 jours, puis mises en culture en présence de rosiglitazone (RGZ) 50µM et/ou de T0070907 
(T007) 10µM durant 20h. Les cellules ont été lavées et fixées sur une lame de microscopie pour 
marquage par un Acs anti-PPARγ puis par un Acs secondaire couplé au fluorochrome Alexa Fluor 
488. Un marquage des noyaux par DAPI (ProLong Gold Antifade with DAPI, Invitrogen) a ensuite 
été réalisé. Les cellules ont été observées en microscopie confocale à fluorescence (Axio Observer.Z1 
Cell Observer®, Carl Zeiss) à des grossissements de 40 et 100X, ainsi qu’en coupe en Z à 100X. A. 
Les images ont été obtenues à l’aide du logiciel AxioVision 4.8.2. (Carl Zeiss) avec un grossissement 
à 100X. B. Les niveaux de fluorescence de 15 cellules (ratio de fluorescence PPARG noyau/cellule 
totale) ont été mesurés via le logiciel ImageJ (NIH) et la valeur p du test t de Student non apparié est 
indiquée (**** p ≤ 0.0001). Les résultats présentés sont obtenus sur 1 donneur et sont représentatifs 
de n=3. 
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Figure 17. Effet de l’activation de la voie PPARγ  sur la susceptibilité à la réplication du VIH 
dans les lymphocytes T CD4+ mémoires totaux et les cellules à polarisation Th1Th17. Les 
cellules T CD4+ mémoires isolées par sélection négative à l’aide de billes magnétiques ou les 
cellules à profil de polarisation Th1Th17 isolées par FACS ont été stimulées 3 jours via CD3/CD28. 
Les cellules ont ensuite été exposées au HIV durant 3 heures à 37oC avant d’être mises en culture en 
présence d’IL-2 (5 ng/ml) avec ou sans la rosiglitazone (50 µM). A, C. La réplication du VIH est 
mesurée par ELISA de la protéine p24 dans les surnageants de culture récupérés à jour 3, 6, 9 et 12 
ou 13 post-infection. B, D. L’intégration de l’ADN viral est mesurée par PCR quantitative en temps 
réel à jour 3 et/ou 12 ou 14 post-infection. (A-B) Les cellules sont infectées avec un virus de tropisme 
R5 (NL4.3BAL) à 13ng ou 50ng de la protéine p24 du VIH/106 cellules ou (C-D) avec un virus de 
tropisme R5 (NL4.3BAL) sans la protéine virale Nef à 50ng de la porétine p24 du VIH/106 cellules. 
(A-D) Les résultats sont représentatifs d’expériences réalisées sur des cellules provenant de deux 
donneurs différents. 
 
 
95 
 
siNT siPPARG
0
2 000
4 000
6 000
8 000
10 000
pr
ot
éi
ne
 p
24
 d
u 
VI
H
 (p
g/
m
l)
p24 1009 D3
A 
** 
B 
C 
PPARG cinétique
0 1 2 3 4
0
100
200
300
400
500
PP
A
R
G
 (f
g)
/2
8S
 A
R
N
r (
ng
)
Jours post-stimulation CD3/CD28
Efficacité 928 24h
siNT siPPARG
0
50
100
150
200
250
fg
 P
PA
RG
/n
g 
28
S 
rR
NA
1009 D3 VIH proviral
siNT siPPARG
0
1!107
2!107
3!107
4!107
5!107
A
D
N
 V
IH
 in
té
gr
é
(c
op
ie
s/
10
6  c
el
lu
le
s)
** 
 
 
Figure 18. Effet de l’inhibition de PPARγ  par ARN interférence sur la réplication du VIH-1 
dans les cellules T CD4+ mémoires. A. Des cellules T CD4+ mémoires ont été recueillies après de 
0 à 4 jours de stimulation CD3/CD28, l’ARN total a été extrait et l’ARNm de PPARγ a été quantifié 
par RT-PCR en temps réel afin de déterminer la cinétique d’expression des transcrits PPARγ. 
L’expression relative de PPARγ a été normalisée par rapport aux niveaux d’ARN ribosomal 28S. B-
C. Les cellules T CD4+ mémoires ont été stimulées via CD3/CD28 durant 2 jours avant d’être 
nucléofectées avec un ARN interférant (ARNi) dirigé contre PPARγ (siPPARG) ou un ARNi non 
spécifique (siNT, non targeting siRNA) (Dharmacon) en utilisant le dispositif Nucleofector II 
(Lonza). Les cellules nucléofectées ont ensuite été cultivées en présence d’IL-2 (5ng/ml) durant 24h 
avant d’être exposées au VIH durant 3h à 37oC. Après lavage, les cellules ont été remises en culture 
(IL-2, 5ng/ml). B. Des cellules ont été recueillies 24h après nucléofection et l’ARN total a été extrait 
pour mesurer l’efficacité de l’interférence ARN par RT-PCR en temps réel. C. La réplication du VIH 
à 3 jours post-infection a été mesurée par quantification ELISA de la protéine p24 du VIH dans les 
surnageants (panneau de gauche). Les niveaux d’ADN viral intégré ont été quantifiés par PCR en 
temps réel et normalisé relativement aux niveaux d’expression de CD3 (panneau de droite). Les 
cellules ont été infectées avec un virus à tropisme R5 (NL4.3BAL) à 50ng de p24/106 cellules. (B, C) 
Les valeurs du test t de Student non apparié sont indiquées (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001). 
(A-C) Les résultats sont représentatifs d’expériences réalisées sur des cellules provenant de deux 
donneurs différents non infectés par le VIH. 
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Figure 19. Effets de la rosiglitazone sur la viabilité, la prolifération polyclonale et l’expression 
des récepteurs CD4 et CCR5. Les cellules T CD4+ mémoires isolées par sélection négative à l’aide 
billes magnétiques ont été chargées en CFSE (0.5 µM) et stimulées via CD3/CD28 durant 3 jours. 
Les cellules ont ensuite été exposées à l’IL-2 (5ng/ml) en présence ou en absence de rosiglitazone 
(RGZ, 50µM) durant 2 jours, puis marquées avec des Acs anti-CD4 et anti-CCR5 ainsi qu’avec le 
colorant de viabilité vivid avant d’être analysées par cytométrie en flux (cytomètre BD LSRII). A. 
Les cellules viables (vivid négatives, P2) sont d’abord sélectionnées, puis les pourcentages de 
prolifération (CFSElow) et d’expression des récepteurs CD4 et CCR5 sont déterminés. B. Les valeurs 
relatives de la viabilité, de la prolifération et de l’expression de CD4 et CCR5 des cellules cultivées 
en présence ou en absence de la rosiglitazone ont été analysées sur des cellules provenant de cinq 
donneurs différents. 
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Figure 20. Effet de l’activation de PPARγ  sur la production des cytokines proinflammatoires 
IL-17 et IFN-γ  par les cellules T CD4+ mémoires. Les cellules T CD4+ mémoires ont été isolées 
par sélection négative en utilisant des billes magnétiques. A. Les cellules ont été stimulées via 
CD3/CD28 en présence ou en absence de rosiglitazone (50µM) durant 2 jours, puis stimulées ou non 
avec du phorbol-myristate acétate (PMA, 50ng/ml) et de l’ionomycine  (1µg/ml) durant 24h pour 
induire la production de cytokines. B. Les cellules ont été stimulées via CD3/CD28 durant 3 jours. À 
jour 3, les cellules ont été cultivées en présence ou en absence de rosiglitazone (50µM) durant 2 jours 
supplémentaires, puis stimulées ou non par PMA/Ionomycine durant 24h. (A, B) Les niveaux d’IL-
17 et d’IFN-γ dans les surnageants de culture ont été quantifiés à l’aide des kits ELISA Ready-SET-
Go!® (eBioscience). Les résultats présentés sont obtenus avec les cellules d’un donneur et sont 
représentatifs de deux donneurs différents. NS: non stimulées par PMA/Iono. Les valeurs du test t de 
Student non apparié sont indiquées lorsque significatives (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001). 
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4.5 Rôle d’ARNTL et AhR dans l’infection par le VIH-1 
L’expression préférentielle d’ARNTL dans les cellules à polarisation Th1Th17 versus Th1 
(sections 4.2 et 4.3) nous a menés à l’étude du récepteur AhR de la même famille (aryl 
hydrocarbon receptor). Bien que non différemment exprimé dans les lymphocytes Th1Th17 
versus Th1 (Fig. supplémentaire 2), ce récepteur interagit avec ARNTL (et même indirectement 
avec PPARγ) (405) et est impliqué dans la différenciation des lymphocytes T vers le profil 
Th17 (406) et la dégradation protéosomale grâce à son activité E3 ligase (413). Le rôle d’AhR 
dans l’infection par le VIH étant alors non déterminé, nous avons choisi d’étudier les effets de 
cette molécule sur le contrôle de la réplication du VIH au niveau des lymphocytes T CD4+. 
 
4.5.1 L’activation de la voie AhR augmente la réplication du VIH dans les cellules T 
CD4+ mémoires 
En vue d’établir si le récepteur AhR influence la réplication du VIH, nous avons isolé des 
lymphocytes T CD4+ mémoires que nous avons exposés au VIH puis cultivés en présence de 
l’un ou l’autre de deux agonistes d’AhR; le TCDD et le FICZ. Les cinétiques de réplication 
virale mesurées par quantification de la protéine p24 du VIH dans les surnageants de cultures 
montrent une forte augmentation de la réplication virale en présence de TCDD (5nM), allant 
jusqu’à une augmentation de 230% à 13 jours post-infection, et une augmentation atteignant 
109% chez un des deux donneurs dans le cas du FICZ (100nM) (Fig. 21). Ces résultats 
indiquent que l’état d’activation d’AhR influence bel et bien le cycle de réplication viral et que 
cette molécule pourrait représenter un facteur de permissivité à l’infection par le VIH. Cet effet 
devrait être la conséquence de l’activation transcriptionnelle subséquente à la translocation 
nucléaire d’AhR. 
 
Afin de valider cette hypothèse, des expériences d’interférence ARN ont été réalisées par Dr 
Patricia Monteiro, post-doctorante au laboratoire de 2008 à 2011, en utilisant la technologie de 
nucléofection Amaxa. L’ARN interférence dirigée contre AhR (siAhR) a permis d’en diminuer 
l’expression de près de 50% au niveau de l’ARNm (Fig. 22A) et de 83% au niveau protéique 
(Fig. 22B) comparativement aux cellules transfectées avec un ARN contrôle non spécifique 
(siNT1, non-targeting siRNA). Lorsque ces cellules ont été exposées au VIH puis mises en 
culture, on constate que la réplication du VIH telle que mesurée par la protéine p24 dans les 
surnageants est augmentée de jusqu’à 50% en présence de siAhR comparé aux cellules 
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transfectées par siNT1 (Fig. 22 C-D). Ceci est en contradiction avec les résultats de la Figure 21 
démontrant que l’activation de la voie AhR augmente la permissivité cellulaire au VIH. Étant 
donné que l’interaction d’AhR avec ses ligands TCDD et FICZ induit son transport au noyau 
(332), il est donc probable qu’AhR influence le cycle de réplication du VIH à plusieurs niveaux 
selon sa localisation cellulaire, noyau versus cytoplasme. Il est possible que présent dans le 
cytoplasme, AhR joue un rôle de facteur de restriction anti-VIH en entrainant par exemple la 
dégradation des particules virales, comme suggéré par sa fonction E3 ligase (413). Le double 
rôle d’AhR dans la régulation de la permissivité au VIH reste à approfondir de point de vue 
mécanistique.  
 
Nous avons ensuite observé les effets des agonistes d’AhR aux concentrations précédemment 
utilisées sur la viabilité, la prolifération et l’expression du récepteur CD4 et du co-récepteur du 
VIH CCR5 chez les cellules T CD4+ mémoires à l’aide de la cytométrie en flux (Fig. 23A). Les 
expériences réalisées sur les cellules de deux donneurs indiquent que les cellules mises en 
culture en présence de TCDD ou de FICZ ont des pourcentages de viabilité, de prolifération et 
d’expression du CD4 similaires aux cellules cultivées en absence d’un agoniste d’AhR. Pour ce 
qui est de l’expression du CCR5, le traitement par FICZ indique une tendance à la hausse de 
l’expression du CCR5 allant jusqu’à 31,2% d’augmentation et le TCDD jusqu’à 23,5% (Fig. 
23B), ce qui n’a actuellement pas été documenté dans la littérature. Toutefois, il est possible 
que cette hausse d’expression du récepteur CCR5 s’explique en tout ou en partie par le fait que 
l’activation de la voie AhR favorise la différenciation vers le profil Th17 (et Th1Th17) (406), 
des sous-populations lymphocytaires connues pour exprimer un peu plus fortement CCR5 que 
les cellules à profil Th1 (227). En conclusion, l’activation d’AhR induit une forte augmentation 
de la réplication virale dont il est possible qu’une partie soit imputable à une augmentation de 
l’entrée virale via le co-récepteur CCR5. D’un autre côté, l’expression du récepteur AhR sous 
sa forme cytoplasmique semble plutôt permettre de limiter l’infection par un mécanisme qui 
reste à clarifier. 
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Figures – Section 4.5 
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Figure 21. Effet de l’activation d’AhR sur la susceptibilité à la réplication du VIH dans les 
lymphocytes T CD4+ mémoires. Les cellules T CD4+ mémoires ont été isolées par sélection 
négative à l’aide de billes magnétiques, puis stimulées 3 jours via CD3/CD28. Les cellules ont 
ensuite été exposées au HIV (NL4.3BAL, 13ng de protéine p24/106 cellules) durant 3 heures  à 37oC 
avant d’être mises en culture en présence d’IL-2 (5 ng/ml) et de TCDD (5 nM) ou de FICZ (100 nM). 
La réplication du VIH est mesurée par ELISA de la protéine p24 dans les surnageants de culture 
récupérés à jour 3, 6, 9 et 13 post-infection. Les résultats sont représentatifs de résultats obtenus avec 
des cellules de deux donneurs différents. 
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Figure 22. Effet de l’inhibition d’AhR par ARN interférence sur la réplication du VIH-1 dans 
les cellules T CD4+ mémoires. Les cellules Les cellules T CD4+ mémoires isolées par sélection 
négative en utilisant des billes magnétiques ont été sitmulées via CD3/CD28 durant 24h avant d’être 
nucléofectées avec un ARN interférant (ARNi) dirigé contre AhR (siAhR) ou un ARNi non 
spécifique (siNT) (Dharmacon) en utilisant le dispositif Nucleofector II (Lonza). Les cellules 
nucléofectées ont ensuite été cultivées en présence d’IL-2 (5ng/ml) durant 48h avant d’être exposées 
au VIH durant 3h à 37oC. Après lavage, les cellules ont été remises en culture (IL-2, 5ng/ml). A. Des 
cellules ont été recueillies 48h après nucléofection et l’ARN total a été extrait pour mesurer 
l’efficacité de l’interférence ARN par RT-PCR en temps réel. B. En parallèle, des cellules ont été 
lysées et la concentration des lysats en protéines a été déterminée par la méthode de Bradford pour 
réaliser un immunobuvardage sur gel d’acrylamide. Après transfert sur membranes PVDF, celles-ci 
ont été exposées à un Acs anti-AhR. La révélation est faite par dosage de la chimioluminescence 
(ECL Plus, GE Healthcare) sur film photographique. L’expression de la β-actine est utilisée comme 
contrôle afin de calculer l’intensité relative à l’aide du logiciel GelEval v1.35, tel qu’indiqué sous les 
bandes. C-D. La réplication du VIH aux jours 3, 7 et 10 post-infection a été mesurée par ELISA de 
détection de la protéine p24 du VIH dans les surnageants. Les cellules ont été infectées avec un virus 
à tropisme R5 (NL4.3BAL) à 100ng de protéine p24/106 cellules. Représentés sont les niveaux (C) 
absolus (C) ou relatifs (D) de protéine p24 du VIH dans les cellules transfectées avec les ARN 
interférents contre AhR versus ARN contrôle. Les résultats sont représentatifs d’expériences réalisés 
sur les cellules de 3 donneurs différents (A-B) et sur un donneur (C-D). Les résultats pour cette 
figure ont été générés par Patricia Monteiro. 
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Figure 23. Effet du TCDD et du FICZ sur la viabilité, la prolifération polyclonale et 
l’expression des récepteurs CD4 et CCR5. Les cellules T CD4+ mémoires isolées par sélection 
négative à l’aide billes magnétiques ont été chargées en CFSE (0.5 µM) et stimulées via CD3/CD28 
durant 3 jours. Les cellules ont ensuite été mises en culture (IL-2, 5ng/ml) en présence ou en absence 
de TCDD (5nM) ou de FICZ (100nM) durant 2 jours, puis marquées avec des Acs anti-CD4 et anti-
CCR5 ainsi qu’avec le colorant de viabilité vivid avant d’être analysées par cytométrie en flux 
(cytomètre BD LSRII). A. Les cellules viables (vivid négatives, P2) sont d’abord sélectionnées, puis 
les pourcentages de prolifération (CFSElow) et d’expression des molécules CD4 et CCR5 sont 
déterminés. B. Résultats de viabilité, prolifération et expression des molécules CD4 et CCR5 des 
cellules cultivées en présence de TCDD ou de FICZ relativement aux niveaux correspondants des 
cellules d’un même donneur cultivées en absence des ligands d’AhR, n=2. 
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5. DISCUSSION, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
In vivo, le VIH n’infecte qu’une petite fraction des cellules T CD4+ (74), qui se divisent ainsi 
en plusieurs sous-populations à permissivité distincte à l’infection (227). Pour sa réplication, le 
VIH doit exploiter plusieurs fonctions de la cellule hôte dont le transcriptome influence donc 
fortement le cycle viral. L’identification et la compréhension du rôle des facteurs cellulaires 
influençant la permissivité au VIH sont ainsi primordiales afin de développer des stratégies de 
luttes contre l’infection. Certains facteurs de permissivité (e.g. NF-κB, TREX1) ou de 
restriction (e.g. APOBEC3G, TRIM5α) de l’infection ont déjà été identifiés (sous-sections 
1.10), mais ne suffisent pas à expliquer la permissivité différentielle de certains type cellulaires 
et de nombreux facteurs cellulaires pouvant influencer la réplication du virus restent sans doute 
encore à identifier. 
 
5.1 Sommaire des résultats 
Ce projet de maîtrise se base sur l’hypothèse selon laquelle les cellules Th1Th17 et Th1 
expriment un ensemble de facteurs respectivement de permissivité et de résistance à l’infection 
par le VIH. Notre projet est ainsi divisé en 4 sections portant sur : (i) l’identification des voies 
canoniques et des fonctions biologiques différemment régulées dans les cellules Th1Th17 
versus Th1 par l’analyse du transcriptome du génome entier de ces cellules, (ii) la validation de 
l’expression différentielle des gènes d’intérêt identifiés par biopuces au niveau des transcrits et 
des protéines, (iii) la caractérisation du rôle fonctionnel de certains de ces facteurs (i.e., PPARγ, 
ARTNL) sur la réplication du VIH dans les cellules Th1Th17 versus Th1 et (iv) la localisation 
du niveau auquel ces facteurs interfèrent avec le cycle de réplication du VIH. 
 
Tout d’abord, nous avons confirmé les résultats précédents du laboratoire (227) selon lesquels 
les cellules Th1Th17 sont très permissives à l’infection in vitro par une souche à tropisme R5 
du VIH, comparativement aux Th1 qui y sont relativement résistantes. Considérant le rôle 
crucial des souches à tropisme R5 du VIH dans la transmission naturelle de la maladie (section 
1.3), les cellules Th1Th17 pourraient contribuer significativement à la pathogenèse in vivo.  
 
En ce qui concerne la première section sur les études par biopuce au niveau du génome entier 
(section 4.2), nous avons identifié des voies canoniques et des fonctions biologiques 
différemment régulées dans les cellules à polarisation Th1Th17 versus Th1. Nous avons montré 
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des différences significatives dans l’expression de certaines molécules d’adhésion (e.g. MCAM, 
CEACAM1, ALCAM, PECAM, CAMD1), de cytokines et de chimiokines (e.g. IL-17A/F, IL-
22, IL-26, CCL17, CXCL10, IL-5, IL-4) et de leurs récepteurs (e.g. CCR6, CCR2, CXCR6, 
CXCR5) impliqués dans l’établissement des réponses immune et inflammatoire, en plus que 
des gènes liés à la différenciation cellulaire (e.g. RORC, RORA, PPARγ, RUNX1, GATA3), la 
prolifération (e.g. LST1, CTBP2, NKEK2) et l’apoptose (e.g. FASLG, PTEN, CASP4, 
MAP3K4, BCL2L14, DAPK1). Nos analyses de ces profils d’expression suggèrent que les 
cellules à polarisation Th1Th17 comparées aux cellules Th1 sont dans un état métabolique actif 
et sont plus susceptibles à l’activation cellulaire et l’apoptose et qu’elles sont ainsi plus 
susceptibles de contribuer à la pathogénèse associée au VIH. 
 
Nous avons par la suite sélectionné certains gènes d’intérêt identifiés par biopuce pour une 
validation de leur expression différentielle et montré l’expression préférentielle des ARNm des 
gènes CXCR6, PPARγ, ARNTL, CTSH, PTPN13 et MAP3K4 dans les cellules Th1Th17 et 
inversement l’expression préférentielle de SERPINB6 et PTK2 dans les cellules Th1. 
L’expression de PPARγ a aussi été confirmée au niveau protéique, tandis qu’ARNTL montre 
une tendance à être plus exprimé par les cellules Th1Th17 malgré une variabilité entre les 
donneurs. 
 
Dans un second temps, nous avons étudié le rôle de PPARγ dans la réplication du VIH. En 
utilisant la rosiglitazone (RGZ), un ligand exogène de la voie PPARγ notamment utilisé en 
clinique pour le traitement du diabète de type 2 (414) et de la lipodystrophie (415), nous avons 
montré que l’activation de la voie de signalisation de PPARγ inhibe de façon significative la 
réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ mémoires et dans les cellules à profil 
Th1Th17 probablement en interférant avec le cycle de réplication virale à un niveau post-
intégration. Nous avons aussi montré que dans notre contexte expérimental la RGZ n’influence 
pas directement la viabilité et la prolifération cellulaire, ni l’expression du récepteur CD4 et du 
corécepteur du VIH CCR5. Par contre, nos résultats montrent que le traitement des cellules T 
CD4+ mémoires avec la RGZ diminue la production d’IL-17 et d’IFN-γ en plus d’inhiber la 
formation d’agrégats cellulaires, signes d’une diminution de l’état d’activation cellulaire. 
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Finalement, afin d’étudier le rôle possible d’ARNTL dans l’infection par le VIH, nous nous 
sommes intéressés au récepteur AhR dont l’expression serait influencée par ARNTL (416-418) 
et dont l’activation est connue pour favoriser la différenciation vers le profil Th17 (406). Ainsi, 
nous avons observé les effets de l’activation de la voie AhR par le TCDD ou le FICZ, ligands 
exogènes (332, 333), sur la réplication virale. Nos résultats démontrent que l’activation d’AhR 
augmente la réplication du VIH dans les cellules T CD4+ mémoires et que l’inhibition de 
l’expression d’AhR résulte aussi en une augmentation de la réplication du VIH, ce qui suggère 
des rôles distincts d’AhR dans la régulation de la permissivité virale des cellules selon sa 
localisation cytoplasmique ou nucléaire. L’activation de la voie AhR par les ligands aux 
concentrations choisies n’affecte pas la viabilité et la prolifération cellulaire, ni l’expression du 
récepteur CD4, mais semble favoriser l’expression du corécepteur du VIH CCR5. 
 
5.2 Analyse du transcriptome des lymphocytes Th1Th17 versus Th1 
Ce projet de recherche représente la toute première caractérisation de l’expression génique 
au niveau du génome entier comparant des sous-populations de cellules T CD4+ permissives 
(Th1Th17) versus résistantes (Th1) à l’infection par le VIH. Malgré une très grande similarité 
de point de vue transcriptionnel (98,7% des gènes détectés sans différences significatives), nous 
avons identifié 780 transcrits différemment exprimés (p<0.05), parmi lesquels 265 et 235 gènes 
avec un facteur de changement >1.3 ou <-1.3 respectivement régulés à la hausse et à la baisse 
dans les cellules Th1Th17 versus les cellules Th1. 
 
Dans un premier temps, plusieurs gènes identifiés comme étant exprimés à la hausse dans les 
cellules Th1Th17 sont des marqueurs connus des cellules à polarisation Th17 (section 1.9.4), ce 
qui représente une confirmation initiale de nos résultats. En effet, les cellules Th1Th17 
expriment de plus hauts niveaux d’ARNm correspondants aux cytokines du profil Th17, soit 
l’IL-17A, l’IL-17F, l’IL-22 et le CCL20. Les cellules Th1Th17 expriment aussi 
préférentiellement les transcrits du facteur de transcription RORγt nécessaire à la 
différenciation vers le profil Th17 et du récepteur de chimiokines CCR6, utilisé comme 
marqueur des cellules Th1Th17 et Th17 dans notre stratégie d’isolation par cytométrie en flux. 
Notre laboratoire a aussi précédemment identifié l’intégrine β7 (molécule liée au recrutement 
des cellules dans le tractus gastro-intestinal) et le récepteur de chimiokines CCR7 (impliqué 
dans la migration vers les organes lymphoïdes) comme étant exprimés à de plus hauts niveaux 
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par les cellules Th17 et Th1Th17 (227). À l’aide des biopuces, nous avons détecté l’expression 
des ARNm de ces deux molécules par nos cellules, bien que leurs niveaux d’expression 
n’apparaissent toutefois pas dans nos résultats significativement différents. 
 
Dans un deuxième temps, les analyses des données obtenues par biopuces à l’aide de Gene Set 
Enrichment Analysis, Gene Ontology et Ingenuity Pathway Analysis nous ont permis 
d’identifier des voies de signalisation et des fonctions biologiques pertinentes à l’étude 
comparative des deux sous-populations lymphocytaires et ont facilité le choix des gènes 
d’intérêt particulier dans le contexte de l’infection à VIH. 
 
5.2.1 Mécanismes de la réplication différentielle du VIH dans les cellules Th1Th17 
versus Th1 
Nos résultats indiquent des différences d’expression de gènes jouant un rôle notamment 
dans la migration transendothéliale, l’inflammation, la différenciation des cellules T, la 
prolifération, l’apoptose et la protéolyse, ainsi que plus spécifiquement dans la voie de 
signalisation et de production de l’IL-15, dans la voie d’activation du répresseur 
transcriptionnel PPARγ et au niveau de gènes liés au régulateur transcriptionnel ARNTL. 
D’intérêt dans le contexte de l’infection par le VIH, nous avons premièrement observé une plus 
grande expression par les cellules Th1Th17 du récepteur de chimiokines CXCR6, un co-
récepteur mineur du VIH. Son expression peut favoriser l’entrée du virus (419), en plus de 
promouvoir la dissémination de l’infection (207, 208). Certaines souches de SIV comme 
SIVmac239 et SIVmac316 utilisent CXCR6 comme corécepteur majeur pour l’entrée (420, 
421). L’utilisation de CXCR6 comme corécepteur du VIH chez les sujets infectés n’est pas 
documentée, mais la coexpression du CXCR6 et du CCR5 sur des cellules T activées (204) 
témoigne de la forte susceptibilité de ces cellules à l’infection in vivo. L’unique ligand de 
CXCR6 découvert à présent est la chimiokine CXCL16, qui représente la deuxième chimiokine 
connue à être exprimée sous forme liée à la membrane (209, 422). CXCL16 est exprimé 
spécifiquement sur les monocytes CD16+ (211), une sous-population monocytaire avec un 
profil pro-inflammatoire, dont la fréquence est augmentée chez les sujets infectés par le VIH 
(212) et ayant l’unique capacité au sein des monocytes de promouvoir la réplication virale dans 
les cellules T CD4+ (207, 208). De plus, CXCL16 est exprimé à la surface des DCs (210), qui 
ont une extraordinaire capacité à capturer et transmettre le VIH aux cellules T CD4+ après 
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formation de la synapse immunologique (section 1.8.1). Finalement, l’expression de CXCR6 
sur les cellules Th1Th17 peut faciliter la localisation des cellules aux plaques de Peyer, qui 
représentent des sites anatomiques de forte réplication virale in vivo (209). Dans ce contexte, 
l’interaction CXCR6-CXCL16 pourrait contribuer de façon significative à l’infection des 
cellules Th1Th17 in vivo. En accord avec cette possibilité, le polymorphisme CXCR6 est 
associé à une progression lente de la maladie chez les personnes infectées par le VIH (205, 
206). Ainsi, de nouvelles stratégies thérapeutiques interférant avec la voie CXCR6-CXCL16 
pourraient limiter la dissémination et la réplication du virus in vivo. Des expériences sont en 
cours au laboratoire pour étudier le rôle de CXCR6 dans la formation de la synapse 
immunologique entre les cellules Th1Th17 et les DCs exprimant CXCL16 et dans la 
transmission de cellule à cellule du VIH. 
 
Les cellules Th1Th17 apparaissent ensuite plus susceptibles à l’activation cellulaire comme le 
montre entre autres leur expression préférentielle d’ARNm de la molécule de costimulation 
CD28 et du CD40LG. Leur forte expression d’ARNm de l’IL-15 pourrait aussi faciliter 
l’activation cellulaire en renforçant considérablement la réponse des lymphocytes T à un 
engagement sous-optimal du TCR (423). L’expression des gènes importants pour les signaux de 
transduction en aval du TCR indiquent aussi une plus grande susceptibilité des cellules 
Th1Th17 à l’activation cellulaire et un potentiel de contribution à l’inflammation plus 
important. Par exemple, les cellules Th1Th17 expriment préférentiellement MAPKAPK2/MK2, 
une kinase impliquée dans la production de TNF-α et IL-6 (389). À l’opposé, les cellules Th1 
expriment préférentiellement GRK5 et CNKSR2/KSR2, deux molécules pouvant inhiber 
l’activité transcriptionnelle de NF-κB (392, 393)). Or, l’état d’activation du système 
immunitaire favorise l’infection et la réplication du VIH (63). De façon intéressante, des 
criblages à grande échelle par ARN interférence réalisés en 2008 ont identifié la voie NF-κB 
comme un facteur de dépendance du VIH (HDF, HIV-dependency factor) (260, 263). Il a aussi 
été montré que les promoteurs LTR du VIH possèdent des sites de liaison NF-κB importants 
pour la transcription du virus (272) (sections 1.10 et 1.10.1). Il serait ainsi d’intérêt de vérifier si 
l’expression des kinases GRK5 et CNKSR2 peut limiter la translocation de NF-κB dans les 
cellules à profil Th1 et donc expliquer en partie la moins grande permissivité de ces cellules à 
l’infection par le VIH. 
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La fonction immunologique des cellules T CD4+ est strictement dépendante de leur localisation 
anatomique (424) et celle-ci est principalement influencée par l’expression et l’interaction des 
récepteurs de chimiokines et des molécules d’adhésion avec leurs ligands. L’expression 
préférentielle du récepteur CCR6 par les cellules Th1Th17 favorise leur localisation aux 
plaques de Peyer (226), lieu de forte réplication virale. L’expression de CCR6, tout comme 
l’expression préférentielle de CCR2, facilite aussi la migration vers le cerveau (343, 425) où les 
cellules peuvent entre autres contribuer à la formation du réservoir viral. Le ligand de CCR2, 
CCL2 (aussi appelé MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1), est d’ailleurs surexprimé 
dans le cerveau des sujets infectés par le VIH (426) est son expression peut être induite par la 
protéine virale Tat (427). Pour ce qui est du ligand de CCR6, CCL20 (aussi appelé MIP-3α, 
macrophage inflammatory protein-3 alpha), il est surexprimé dans le cerveau des patients 
atteints de sclérose en plaques (428) et persiste à de hauts niveaux dans le sang des personnes 
infectées par le VIH (429).  
 
Il est intéressant aussi de noter l’expression préférentielle des molécules d’adhésion MCAM et 
CEACAM1 par les cellules Th1Th17. MCAM pourrait faciliter l’entrée des cellules Th1Th17 
au niveau du système nerveux central (340, 341) et ainsi participer à la dissémination du virus 
au cerveau, favorisant l’établissement de la démence liée au SIDA. MCAM est également 
impliquée dans la sclérose en plaques (340, 341), une maladie caractérisée par la localisation 
préférentielle des cellules Th1Th17 au niveau du cerveau (430). Quant à CEACAM1, elle est 
reconnue pour son rôle dans l’entrée de Neisseria gonorrhoeae dans les cellules T CD4+ (431), 
une infection associée à une plus forte susceptibilité au VIH et à une augmentation de la 
transmission du VIH dans les cas de coinfections (432). À l’inverse, la molécule d’adhésion 
ALCAM est préférentiellement exprimée par les cellules à profil Th1 et permet elle aussi aux 
cellules d’être recrutées au cerveau. Dans les cas d’encéphalomyélite autoimmune 
expérimentale (EAE), le blocage d’ALCAM permet de diminuer et de retarder le 
développement de la maladie en inhibant la transmigration des cellules T CD4+ à travers la 
barrière hématoencéphalique (347). Même si elle sont relativement résistantes à l’infection par 
le VIH, les cellules à profil Th1 peuvent donc contribuer à la neuropathogénèse associée au 
VIH en produisant des cytokines pro-inflammatoires au niveau du système nerveux central. 
L’expression différentielle au niveau des protéines de ces récepteurs de chimiokines et 
molécules d’adhésion est en cours de validation dans notre laboratoire afin de confirmer les 
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potentiels migratoires distincts des deux sous-populations lymphocytaires Th1Th17 et Th1 au 
niveau du tractus gastro-intestinal et du cerveau. 
 
D’un autre côté, les cellules à profil Th1Th17 semblent plus susceptibles à l’apoptose via leur 
expression préférentielle de FASLG, PTEN, CASP4, MAP3K4 et PTPN13, gènes tous 
impliqués dans l’induction de la mort cellulaire (sections 4.2.2.5 et 4.2.2.6). Ceci, en plus de la 
susceptibilité accrue au virus, pourrait contribuer à l’épuisement et à la déplétion plus rapide 
des cellules Th1Th17 observés par notre groupe lors de l’infection par le VIH (227). 
L’expression de PTEN est d’ailleurs associée aux effets neurotoxiques induits par le VIH au 
niveau des neurones (371), mais est aussi impliquée dans la mort des cellules T CD4+ induite 
par la protéine virale Tat (372).  
 
Finalement, les données obtenues par biopuce et les études subséquentes (sections 4.4 et 4.5) 
ont aussi permis d’identifier PPARγ comme un régulateur négatif de la réplication du VIH 
préférentiellement exprimé dans les cellules à profil Th1Th17 (sous-sections 5.3) et nous ont 
permis d’établir un modèle selon lequel l’expression d’ARNTL dans les cellules Th1Th17 
pourrait favoriser la régulation de la réplication du VIH via une interaction potentielle avec le 
récepteur AhR (sous-sections 5.4). 
 
Ainsi, nous avons identifié des différences dans la régulation de diverses voies et fonctions 
biologiques permettant en partie d’expliquer la susceptibilité différentielle à l’infection par le 
VIH des cellules à polarisation Th1Th17 versus Th1 et de clarifier leur contribution respective à 
la pathogénèse associée au VIH. Ces études suggèrent diverses cibles pour des stratégies 
thérapeutiques visant à interférer avec la réplication du VIH dans les lymphocytes T CD4+ 
primaires. 
 
5.3 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) 
PPARγ est un récepteur nucléaire de type 2 qui agit comme un facteur de transcription afin 
de réguler le métabolisme du glucose, la différenciation des adipocytes et le stockage des acides 
gras. Un des ligands naturels de PPARγ est la prostaglandine J2, mais des ligands synthétiques 
de la famille des thiazolidinédiones (TZD, aussi appelés glitazones) permettent aussi 
l’activation de la voie de signalisation PPARγ (e.g. rosiglitazone, pioglitazone) (433). Suite à 
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l’interaction avec l’un ou l’autre de ses ligands, PPARγ est transloqué vers le noyau où il forme 
un hétérodimère avec le récepteur X des rétinoïdes (RXR). Ce complexe peut lier les régions 
PPRE (PPAR response element) sur l’ADN pour réguler la transcription de plusieurs gènes 
(434). Les TZD sont utilisées pour traiter les patients atteints du diabète de type 2 afin 
d’augmenter leur sensibilité à l’insuline (435) et sont parfois également employées pour contrer 
les lipodystrophies associées aux traitements antirétroviraux dirigés contre le VIH (436). 
 
L’activation de PPARγ est aussi impliquée dans la régulation négative de la différenciation des 
cellules T CD4+ vers le profil Th17 en empêchant le retrait du corépresseur SMRT du 
promoteur de RORγt (362). De plus, il a été démontré que dans les macrophages PPARγ peut 
moduler l’activité transcriptionnelle du facteur NF-κB de manière récepteur-dépendante. Ceci 
conduit à une régulation à la baisse de l’activité du promoteur LTR du VIH-1 et donc à une 
suppression de la réplication virale (404). Un effet similaire a été observé dans des lignées 
cellulaires associées à l’intestin dont Caco-2 (cellules épithéliales du colon) et HT29 (cellules 
de carcinome du colon) (437). Cette inhibition de l’activité de NF-κB par PPARγ explique sans 
doute en partie les observations selon lesquelles l’activation de la voie PPARγ permet aussi 
d’inhiber la réponse pro-inflammatoire des macrophages induite par la présence de LPS ou 
d’IFN-γ (359) et permet d’inhiber la production de TNF-α dans la lignée monocytaire U1 et les 
macrophages alvéolaires chroniquement infectés par le VIH (438). 
 
D’un autre côté, il a été démontré que PPARγ peut interagir avec l’histone déacétylase 3 
(HDAC3), une enzyme qui altère la structure de l’ADN pour en réduire l’accès aux facteurs de 
transcription. Lors de son interaction avec ses ligands, PPARγ change de conformation, ce qui y 
expose un site de sumoylation (434). La sumoylation est une modification post-traductionnelle 
par laquelle une ou plusieurs petites protéines SUMO (small ubiquitin-related modifier) sont 
liées de façon covalente à une autre protéine. Ce phénomène est entre autres impliqué dans la 
régulation de la transcription et le transport vers le noyau (439). Suite à sa sumoylation, PPARγ 
est ciblé vers le complexe NCoR-HDAC3 (NCoR, nuclear receptor co-repressor) et empêche 
le complexe de quitter le promoteur auquel il est associé sur l’ADN, empêchant par le fait 
même l’expression du gène correspondant. Dans les macrophages, ce mécanisme d’action de la 
répression génique induite par l’activation de PPARγ permet l’inhibition des promoteurs de 
gènes liés à l’inflammation (434). Il est à noter que HDAC3 est connue pour réprimer l’activité 
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des LTR du VIH et ainsi induire la latence de l’infection (section 1.5.2) (86). Il n’a toutefois pas 
été démontré si l’interaction de PPARγ avec HDAC3 peut aussi se produire au niveau des LTR 
et ainsi inhiber la réplication du VIH. 
 
Finalement, l’activation de la voie PPARγ entraîne une cascade transciptionnelle médiée par 
LXR (liver X receptor) conduisant à l’expression de ABCA1 (ATP-binding cassette transporter 
1). ABCA1 est aussi connue sous le nom CERP (cholesterol efflux regulatory protein) étant 
donné son rôle dans le contrôle de l’efflux de cholestérol (440). L’expression d’ABCA1 induite 
par l’activation de PPARγ résulte en une diminution du taux de cholestérol dans les DCs. Le 
cholestérol étant important pour la capture des particules virales du VIH par les DCs, il en 
résulte une diminution de la trans-infection des cellules T CD4+ par les DCs (441). 
 
5.3.1 PPARγ  est différemment exprimé dans les cellules Th1Th17 versus Th1 
Les données recueillies par les études de biopuces ont montré que l’ARNm de PPARγ est 
plus exprimé dans les cellules à profil Th1Th17 que dans les cellules à profil Th1 (Tableau 6A, 
FC 2.04, valeur p = 0.0185) et les analyses par Gene ontology (section 4.2.2) et par Ingenuity 
Pathway Analysis (section 4.2.3) ont toutes deux fait ressortir cette expression différentielle. 
Nous avons confirmé ces résultats au niveau des ARNm par RT-PCR quantitative en temps réel 
et avons démontré l’expression préférentielle de PPARγ par les cellules Th1Th17 au niveau des 
protéines par immunobuvardage et microscopie à fluorescence (Fig. 14 et 15). Il est intéressant 
de constater que les cellules Th1Th17 expriment donc plus fortement cette molécule dont 
l’activation permet l’inhibition de l’expression du facteur de transcription RORC qui est 
pourtant nécessaire à la différenciation des cellules T CD4+ vers les profils Th17 et Th1Th17 
(244). Ces deux types cellulaires étant hautement permissifs à l’infection par le VIH (227), 
l’activation de PPARγ pourrait permettre de diminuer la réplication virale en diminuant la 
proportion de cellules à haute permissivité. 
 
5.3.2 L’activation de PPARγ  inhibe la réplication du VIH-1 dans les cellules T 
CD4+ mémoires 
Nos résultats démontrent que l’activation de la voie PPARγ par la RGZ inhibe la 
réplication du VIH dans les cellules T CD4+ mémoires totales et dans les cellules à polarisation 
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Th1Th17 et suggèrent que cette voie inhibe l’infection par le VIH principalement à des niveaux 
post-intégration (Fig. 17). L’augmentation de la réplication du VIH observée dans les cellules 
transfectées avec un ARNi dirigé contre PPARγ confirme un rôle de régulateur négatif de la 
réplication du virus pour PPARγ tout en impliquant un certain niveau d’activation basale de la 
voie (Fig. 18). Cet effet n’est pas du à un changement dans la viabilité ou la prolifération 
cellulaire, ni dans une altération des niveaux d’expression du récepteur CD4 ou du corécepteur 
CCR5 (Fig. 19) qui pourraient influencer l’étape de l’entrée virale dans les cellules cibles. 
 
Nous avons utilisé un virus à tropisme R5 (NL4.3BAL) de type sauvage pour toutes nos 
expériences d’infection, à l’exception des infections réalisées sur les cellules Th1Th17 et Th1 
triées, expériences pour lesquelles nous avons plutôt employé un virus NL4.3BAL n’exprimant 
pas la protéine Nef. Cette protéine étant très importante pour la virulence du virus (section 
1.2.2), son absence permet de diminuer la mortalité cellulaire associée à l’infection (442) afin 
d’obtenir une cinétique de la réplication virale jusqu’à 12 jours post-infection sans causer de 
trop hauts niveaux de mortalité chez les cellules Th1Th17 qui sont très permissives à l’infection 
et la réplication du virus. Or, il a été démontré en 2004 par Otake et al. que l’expression de la 
protéine virale Nef au noyau cellulaire permet de diminuer l’expression de PPARγ (443). Des 
expériences préliminaires de la même équipe suggèrent aussi que Nef pourrait s’associer avec 
une forte affinité à PPARγ. L’interaction de Nef avec PPARγ est également impliquée dans 
l’inhibition de l’expression de STAT5 (signal transducer and activator of transcription 5), une 
molécule importante dans les étapes précoces de l’hématopoïèse (444), ce qui conduit à la 
dérégulation de l’hématopoïèse et participe à l’immunodéficience induite par le VIH. 
 
Il est ainsi intéressant de constater que nous observons une inhibition significative de la 
réplication virale lors de l’activation de PPARγ en utilisant des virions avec ou sans la protéine 
Nef (Figure 17). D’un autre côté, nous pouvons suggérer que l’activation de la voie PPARγ est 
plus forte en absence de Nef, ce qui pourrait expliquer en partie pourquoi les souches Nef+ se 
répliquent mieux comparativement aux souches Nef-. Il serait donc intéressant de réaliser en 
parallèle sur les cellules de mêmes donneurs des expériences d’infection avec une souche virale 
avec ou sans Nef afin de comparer les niveaux d’inhibition de la réplication virale par la RGZ 
en présence ou en absence de la protéine virale Nef. 
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5.3.3 Effet anti-inflammatoire de PPARγ  
Nous avons ensuite montré que l’activation de PPARγ par la RGZ dans les cellules T 
CD4+ mémoires inhibe la production d’IFN-γ, une cytokine pro-inflammatoire. Ceci peut être 
du à l’inhibition de l’activité transcriptionnelle de NF-κB (434) et à l’interaction de PPARγ 
avec HDAC3 au niveau des promoteurs des gènes liés à l’inflammation (404). Ces résultats 
contrastent avec les résultats publiés par Klotz et al. (362) chez un modèle de souris avec 
l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE). Toutefois, en accord avec Klotz et al., 
nos résultats démontrent une régulation négative de la production d’IL-17 par la RGZ (Fig. 20). 
La diminution de l’expression de l’IL-17 peut aussi être liée à l’inhibition de l’expression du 
facteur de transcription RORγt nécessaire à la différenciation vers les profils Th17 et Th1Th17 
(362). L’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires par PPARγ devrait avoir 
un effet bénéfique dans le contexte de l’infection par le VIH en diminuant l’état d’activation du 
système immunitaire et par conséquent aussi la permissivité des cellules à l’infection et la 
dissémination du virus (63, 445).  
 
Nous avons de plus observé que le traitement des cellules par la RGZ inhibe la formation des 
agrégats cellulaires (signe d’activation cellulaire) en culture in vitro (Fig. 16), ce qui pourrait 
diminuer la transmission du VIH de cellule T à cellule T. Ce phénomène peut également avoir 
des effets dans la transmission virale in vivo, notamment via la diminution de l’expression de 
l’intégrine ICAM-1 induite par l’activation de PPARγ (409), cette intégrine étant impliquée 
dans la formation des agrégats de cellules T-T (410). 
 
5.3.4 PPARγ  est un régulateur négatif de la réplication du VIH-1 dans les 
lymphocytes T CD4+ 
Nos résultats indiquent que l’activation du récepteur nucléaire PPARγ par la RGZ inhibe 
de façon significative et même fortement (≥ 60%) la réplication du VIH dans les cellules T 
CD4+ mémoires, ainsi que dans les cellules à profil Th1Th17. Il s’agit de la première 
démonstration du rôle de PPARγ comme régulateur négatif de la réplication du VIH dans ces 
cellules. Nous suggérons un modèle impliquant principalement trois mécanismes au niveau des 
lymphocytes T CD4+ (Figure 24). Premièrement, l’activation de PPARγ inhibe l’expression du 
facteur de transcription RORγt et donc la différenciation des cellules T CD4+ vers les profils 
Th17 et Th1Th17 (362), ce qui contribue à diminuer la proportion de cellules hautement 
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permissives à l’infection (227). Ensuite, la voie PPARγ inhibe l’activité transcriptionnelle de 
NF-κB, ce qui diminue la transcription au niveau des séquences promoteurs LTR du VIH (404). 
Finalement, l’inhibition de l’activité du facteur NF-κB résulte aussi en une diminution de 
l’expression de plusieurs gènes liés à l’inflammation et permet donc une baisse du niveau 
d’activation cellulaire et de la permissivité au VIH (63). L’interaction de PPARγ avec le 
complexe NCoR-HDAC3 au niveau des promoteurs des gènes contribue également à 
l’inhibition de l’inflammation (434). PPARγ étant préférentiellement exprimé dans les cellules 
T CD4+ hautement permissives à l’infection, il s’agit d’une cible thérapeutique avec un fort 
potentiel dans le traitement de la pathogénèse associée au VIH. 
 
 
 
Figure 24. Modèle proposé pour l’inhibition de la réplication du VIH par l’activation de 
PPARγ . L’activation de PPARγ est impliquée dans la régulation négative de la différentiation 
vers le profil Th17, le métabolisme des lipides, l’inhibition de diverses réponses pro-
inflammatoires, ainsi que l’inhibition de l’activité transcriptionnelle des LTR du VIH (362, 
404, 437). Figure générée à l’aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems 
Inc, Redwood City, CA, États-Unis). 
 
Apparue sur le marché en 2002 sous le nom d’Avandia, la rosiglitazone a déjà été utilisée en 
clinique chez des patients atteints de diabète de type 2 pour augmenter leur sensibilité à 
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l’insuline (414), ainsi que chez des patients infectés par le VIH afin de contrôler les 
phénomènes de lypodystrophie associés à la thérapie antirétrovirale (415). Toutefois, en 2007, 
une méta-analyse de 42 essais cliniques de phase 2, 3 ou 4 publiée dans le New England Jounal 
of Medecine a rapporté que le traitement par la RGZ durant 24 semaines ou plus augmente 
significativement le risque d’infarctus du myocarde (446). Depuis, son usage clinique est 
restreint et tend à être remplacé par d’autres molécules de la famille des thiazodinédiones 
(TZD), dont la pioglitazone qui semble induire moins d’effets secondaires. De nouvelles 
glitazones sont aussi en cours de développement ou d’essais cliniques, telle la rivoglitazone 
(essai clinique de phase 2 en 2011) (447). Un ligand naturel de PPARγ est la prostaglandine J2 
qui permet la différenciation des adipocytes via l’activation de la voie PPARγ (448) et qui 
résulte aussi en l’inhibition de la réplication du VIH dans la lignée cellulaire Caco-2 (cellules 
épithéliales du colon) (437). Étant donné l’inhibition de la réplication du VIH observée dans les 
macrophages (404) et dans les cellules T CD4+ mémoires, nous soulignons l’importance d’un 
essai clinique pour tester l’effets des agonistes de PPARγ administrés en primo infection avec 
la thérapie antirétrovirale afin de déterminer la taille du réservoir viral avec et sans agoniste de 
PPARγ, avant et après le traitement. 
 
5.4 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like (ARNTL) 
Le translocateur nucléaire aryl hydrocarbone-like (ARNTL), aussi connu sous les noms 
MOP3 et Bmal1, est similaire en taille et en structure à AhR et ARNT (449). ARNTL peut 
interagir avec la protéine Clock pour former un hétérodimère agissant comme un facteur de 
transcription en liant des séquences E-box sur l’ADN. Ceci permet d’induire l’expression 
d’autres gènes de la famille clock importants dans le maintien du rythme circadien (e.g. gènes 
Per et Tim) pour contrôler les rythmes dans l’acétylation des histones H3 (364, 450). En 2007, 
il a été démontré que chez la souris l’expression des gènes de la famille clock altère les 
réponses liées à la voie de signalisation AhR (aryl hydrocarbon receptor). En effet, les effets 
induits par le ligand exogène TCDD (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine) via la voie AhR 
varient au fil du temps et sont significativement plus importants au cours de la nuit (416), ce qui 
correspond au moment où l’expression de l’ARNm d’ARNTL est à son plus haut niveau (417). 
Les études de Richardson et al. ont aussi montré que les niveaux d’expression d’AhR varient 
selon un cycle journalier (418) et il semble que l’activation de la voie AhR perturbe l’activité 
ARNTL-Clock, ce qui peut déréguler le rythme circadien (451). Finalement, il a été montré 
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qu’ARNTL peut directement interagir avec AhR in vitro (449). L’identification par nos études 
de biopuce d’ARNTL comme un gène étant préférentiellement exprimé dans les cellules à 
polarisation Th1Th17 versus Th1 (sections 4.2.2, 4.2.3 et 4.3) nous a ainsi conduits à l’étude 
des effets potentiels de l’activation d’AhR sur la réplication du VIH. 
 
5.4.1 Aryl hydrocarbon receptor (AhR) 
Le récepteur aryl hydrocarbone (AhR) est un facteur de transcription membre de la famille 
hélice-boucle-hélice (bHLH, basic-helix-loop-helix) modulant l’expression de plusieurs gènes 
principalement associé à la réponse aux polluants environnementaux. Dans sa forme dite 
inactive, AhR est principalement retrouvé au niveau du cytosol (452) et est lié à des 
chaperonnes qui vont s’en dissocier en présence des ligands d’AhR, dont font partie entre autres 
des hydrocarbones aromatiques synthétiques, des dérivés du tryptophane, la dioxine ou encore 
la prostaglandine G. Cela résulte en la translocation d’AhR au noyau, où il dimérise avec le 
translocateur nucléaire aryl hydrocarbone (ARNT). L’hétérodimère AhR/ARNT peut lier des 
séquences spécifiques de l’ADN et induire des changements dans l’expression génique (332). 
 
Parmi ces changements, notons une régulation à la hausse des cytochromes P450 (CYP450) 
(453). Étant impliqué dans la dégradation des médicaments, il est suggéré qu’une augmentation 
de CYP450 rende les traitements par antirétroviraux moins efficaces. L’activation d’AhR par 
ses ligands durant le développement vers un profil Th17 peut aussi augmenter la proportion de 
cellules Th17 en plus d’augmenter leur production de cytokines, dont l’IL-22 pro-inflammatoire 
(406, 454). D’un autre côté, AhR peut agir comme une E3 ubiquitine ligase (413) et pourrait 
donc possiblement aider dans le processus de dégradation protéosomale du VIH (455). En effet, 
AhR peut faire partie du complexe ubiquitine ligase CUL4BAhR connu entre autres pour son 
implication dans la dégradation des récepteurs des stéroïdes (413). En 2008, Quintana et 
collègues ont démontré que les effets induits par l’activation d’AhR varient dépendamment du 
ligand rencontré (456). Les différences dans la structure des divers ligands d’AhR pourraient 
induire des conformations d’AhR uniques selon le ligand et ainsi influencer l’identité des 
cofacteurs recrutés et la fonctionnalité d’AhR (457). De plus, en utilisant un modèle chez la 
drosophile l’équipe de Dr Couso a montré qu’AhR possède un niveau d’activité basal induisant 
des effets différents de ceux induits par son état dit hyperactif en présence de ses ligands (458). 
AhR peut aussi s’associer avec RelB, une sous-unité du complexe NF-κB, et ainsi induire la 
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transcription de gènes normalement régulés par NF-κB. Cette activité d’AhR a lieu en absence 
et en présence de ligand, bien que les ligands d’AhR favorisent sa translocation et donc son 
interaction avec RelB (459) (Fig. 25). Finalement, AhR semble être exprimé à des niveaux 
similaires dans les cellules Th1Th17 et Th1, bien que nous ayons noté une grande variabilité 
entre les donneurs (Fig. supplémentaire 2). 
 
5.4.2 L’activation d’AhR augmente la réplication du VIH-1 dans les cellules T 
CD4+ mémoires 
Nos résultats montrent que l’activation d’AhR par les ligands TCDD et FICZ augmente 
fortement la réplication du VIH dans les cellules T CD4+ mémoires (Fig. 21). Toutefois, 
l’interférence ARN dirigée contre AhR augmente aussi significativement la réplication du VIH 
dans ces cellules (Fig. 22). Nous en concluons que l’activation de la voie AhR favorise la 
réplication du virus, mais que l’expression d’AhR à son niveau d’activation basal est quant à 
elle bénéfique pour restreindre l’infection. Nous avons aussi montré que les ligands TCDD et 
FICZ aux concentrations choisies n’altèrent pas la viabilité et la prolifération des cellules, ni 
l’expression du récepteur CD4 important pour l’entrée du VIH dans les cellules cibles. 
L’expression du corécepteur CCR5 semble par contre augmenter (≤31,2% d’augmentation avec 
FICZ et ≤23,5% avec TCDD), ce qui pourrait favoriser l’entrée des virions (Fig. 23). Cet effet 
sur l’expression de CCR5 n’est pas surprenant, vu qu’AhR est aussi connu comme un 
modulateur de la molécule intégrine β7 (460), un marqueur de migration vers l’intestin exprimé 
par les cellules CCR5+ hautement permissives au VIH (227). Cependant, étant donné 
l’importance de l’augmentation de la réplication virale en présence des ligands d’AhR (jusqu’à 
230% d’augmentation avec TCDD et 109% avec FICZ), d’autres mécanismes sont sans doute 
impliqués. 
 
Nous suggérons ainsi un modèle du rôle d’AhR dans la régulation de la réplication du VIH basé 
sur les différents effets reconnus de ce récepteur (Fig. 25). Premièrement, l’activation d’AhR 
favorise sa translocation nucléaire et induit la transcription de gènes, dont ceux liés aux 
cytochromes P450 impliqués dans la dégradation des polluants environnementaux et aussi des 
médicaments (453). Dans le cas d’une personne sous traitement antirétroviral, ceci pourrait 
conduire à une moins grande efficacité des médicaments et donc favoriser l’infection. 
Deuxièmement, l’activation d’AhR peut favoriser la différenciation vers le profil Th17, ce qui 
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implique une augmentation de la proportion de cellules hautement permissives à l’infection 
(227). L’expression de l’IL-22 induite par AhR pourrait quant à elle jouer un rôle de protection 
puisque l’IL-22 stimule les cellules épithéliales à produire une variété de molécules 
antibactériennes et aide à renforcer les barrières mucosales (255, 256). Il est toutefois important 
de souligner que l’IL-22 est préférentiellement produite par les cellules à profil Th17 (461) et 
Th1Th17 (Tableau 6A), deux sous-populations hautement permissives au VIH (227) et il y a 
donc probablement une pénurie en IL-22 lors de l’infection par le VIH. De plus, l’interaction 
d’AhR avec RelB, augmentée par l’activation d’AhR, permet d’induire des gènes présentant des 
séquences de liaisons à NF-κB (459) et peut favoriser le développement de la réponse 
inflammatoire et l’activation cellulaire. Ceci peut entre autres expliquer l’augmentation de 
l’expression du récepteur de chimiokines CCR5 dont l’expression est connue pour être induite 
lors de l’activation des cellules T (462). Il est à noter que NF-κB peut induire la transcription du 
VIH au niveau des séquences promotrices LTR (273) et qu’il n’est pas connu si l’hétérodimère 
AhR-RelB peut aussi induire cette activité transcriptionnelle. Il est par contre rapporté que 
l’induction de la voie AhR par l’utilisation du 3-méthylcholanthrène (3-MC), un ligand d’AhR, 
permet la réactivation de la réplication du VIH dans une lignée de cellules promyélotiques 
(lignée OM 10.1) infectée de façon latente en induisant l’expression virale induite par les LTR 
(463). D’un autre côté, il n’est pas connu si l’activité E3 ubiquitine ligase d’AhR (413) pourrait 
permettre la dégradation de certaines protéines virales et ainsi limiter l’infection. De plus, le 
rôle différentiel d’AhR selon le ligand avec lequel il interagit (457), ainsi que les effets induits 
par l’activité basale d’AhR (458) sont méconnus. Par exemple, il est possible que l’activité 
basale d’AhR permette son inclusion dans un complexe E3 ubiquitine différent de celui induit 
par les ligands d’AhR et permettant la dégradation de différents substrats. Ainsi, les effets 
délétères de l’activation d’AhR par ses ligands (notamment le TCDD et le FICZ) dans le 
contexte de l’infection par le VIH sont nombreux, mais l’implication de l’expression d’AhR 
dans sa forme non-activée cytoplasmique dans le contrôle de l’infection reste à établir. Le 
mécanisme par lequel le AhR sous sa forme nucléaire versus cytoplasmique interfère avec la 
réplication virale est en cours d’étude au laboratoire. Finalement, nous suggérons que 
l’expression préférentielle d’ARNTL dans les cellules à polarisation Th1Th17 versus Th1 
favorise la réponse du récepteur AhR (416, 417) dans les cellules Th1Th17. 
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Figure 25. Modèle proposé du rôle d’AhR et ARNTL dans la régulation de la réplication 
du VIH-1 dans les cellules T CD4+. Les ligands d’AhR induisent la translocation nucléaire 
d’AhR et son hétérodimérisation avec ARNT (332) afin d’induire la transcription des 
cytochromes (453). L’activation d’AhR peut aussi induire la différenciation vers le profil Th17 
(406) et la production d’IL-22 (454). AhR peut interagir avec RelB et induire la transcription de 
gènes comportant des séquences promotrices pour NF-κB (459). De plus, AhR possède une 
activité E3 ubiquitine ligase et peut former un complexe important pour la dégradation 
protéosomale (413). Figure générée à l’aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity 
Systems Inc, Redwood City, CA, États-Unis). 
 
5.5 Conclusions générales et perspectives 
Nos études du transcriptome des cellules Th1Th17 hautement permissives à l’infection par 
le VIH versus les cellules Th1 relativement résistantes à l’infection nous ont permis de 
constater que ces deux sous-populations lymphocytaires diffèrent probablement de point de vue 
de leur potentiel migratoire (surtout au niveau de l’intestin et du cerveau) et ont différentes 
susceptibilités à l’activation cellulaire et à l’apoptose. De plus, les cellules Th1Th17 expriment 
préférentiellement le récepteur nucléaire PPARγ qui agit comme un régulateur négatif de la 
réplication du VIH dans les cellules T CD4+ mémoires lors de son activation par la 
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rosiglitazone. Le récepteur AhR a aussi le potentiel d’influencer la réplication du VIH 
négativement ou positivement, probablement dépendamment de son état d’activation et du 
ligand avec lequel il interagit. 
 
Ces études du transcriptome au niveau du génome entier ont également permis l’identification 
de plusieurs autres gènes d’intérêt, dont le récepteur de chimiokines CXCR6 et les molécules 
d’adhésion CEACAM1, MCAM et ALCAM. L’expression différentielle de ces molécules au 
niveau protéique devra être validée par cytométrie en flux et/ou microscopie confocale avant de 
poursuivre dans les études mécanistiques de ces autres marqueurs pouvant influencer la 
pathogenèse du VIH. 
 
Concernant l’objectif 4 de ce travail de recherche, soit l’identification du niveau auquel les 
facteurs de permissivité sélectionnés interfèrent avec le cycle de réplication du VIH, nous avons 
suggéré que PPARγ interfère principalement à des niveaux post-intégration, alors que le double 
rôle d’AhR dans la régulation de la permissivité au VIH reste à approfondir de point de vue 
mécanistique. Des expériences d’infection avec un virus du VIH pseudotypé VSV-G (vesicular 
stomatitis virus protein G) dit à cycle unique de réplication menées au laboratoire permettront 
prochainement de clarifier les différences potentielles au niveau de l’entrée virale versus les 
étapes post-entrée. Nous envisageons également des expériences en microscopie confocale à 
fluorescence afin d’observer la localisation cellulaire d’AhR avant et après activation de la voie, 
en plus de vérifier s’il y a colocalisation d’AhR avec certaines protéines virales. De plus, 
l’utilisation des cellules ACH2 (obtenues du NIH) portant une copie du génome viral par cellule 
pourra servir à préciser le rôle de PPARγ et AhR dans la transcription virale. 
 
Finalement, nous suggérons de mener des essais cliniques pour tester les effets de l’activation 
de la voie PPARγ en primo infection pour en déterminer les conséquences sur l’établissement et 
le maintien du réservoir viral. Nous planifions également mesurer les effets sur la réplication 
virale de d’autres agonistes spécifiques de PPARγ, dont son agoniste naturel PGJ2. La 
poursuite de ces études pourrait ainsi permettre le développement de thérapies antirétrovirales 
ciblant spécifiquement les populations cellulaires les plus permissives à l’infection. 
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7. ANNEXE 
 
7.1 Figures supplémentaires – Section 4.3 
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Figure S1. Niveaux d’expression du gène ISG20 dans les cellules Th1Th17 versus Th1. Les 
cellules Th1Th17 et Th1 triées de donneurs non infectés par le VIH ont été stimulées via 
CD3/CD28 durant 3 jours. L’ARN total a été extrait avec une trousse d’extraction de Qiagen. 
Les RT-PCR quantitatives en temps réels ont été réalisées sur LightCycler 480 II (Roche) à 
l’aide de la trousse QuantiTect SYBR Green RT PCR et des amorces spécifiques (Qiagen). La 
quantification a été réalisée par rapport à une courbe standard générée avec de l’ADNc de 
chaque transcrit. L’expression relative de chacun des gènes a été normalisée par rapport aux 
niveaux d’ARN ribosomal 28S. Les résultats d’expression de l’ARNm de 5 donneurs différents 
et la valeur du test t de Student apparié est indiquée (* p ≤ 0.05). 
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Figure S2. Niveaux d’expression du gène AhR dans les cellules Th1Th17 versus Th1. Les 
cellules Th1Th17 et Th1 triées de donneurs non infectés par le VIH ont été stimulées via 
CD3/CD28 durant 3 jours. A. L’ARN total a été extrait avec une trousse d’extraction de 
Qiagen. Les RT-PCR quantitatives en temps réels ont été réalisées sur LightCycler 480 II 
(Roche) à l’aide de la trousse QuantiTect SYBR Green RT PCR et des amorces spécifiques 
(Qiagen). La quantification a été réalisée par rapport à une courbe standard générée avec de 
l’ADNc de chaque transcrit. L’expression relative de chacun des gènes a été normalisée par 
rapport aux niveaux d’ARN ribosomal 28S. Les résultats d’expression de l’ARNm de 5 
donneurs différents et la valeur du test t de Student apparié est indiquée (ns p > 0.05). B. En 
parallèle, des cellules ont été lysées et la concentration des lysats en protéines a été déterminée 
par la méthode de Bradford. 40 µg de protéines par puits ont été utilisés pour un 
immunobuvardage sur gel d’acrylamide. Après transfert sur membranes PVDF, celles-ci ont été 
exposées à un Acs anti-AhR. La révélation est faite par dosage de la chimioluminescence (ECL 
Plus, GE Healthcare) sur film photographique. L’expression de la β-actine est utilisée comme 
contrôle afin de calculer l’intensité relative à l’aide du logiciel GelEval v1.35, tel qu’indiqué 
sous chaque bande. 
 
 
 
 
146 
7.2 Liste des présentations et des prix de présentations 
 
 
02/11/2012 Journée SIDA et Maladies Infectieuses du Fonds de Recherche en Santé du 
Québec (FRSQ), « Mécanismes moléculaires de la réplication différentielle 
du VIH-1 dans les cellules Th1Th17 versus Th1 », Hôtel Méridien, Montréal, 
Qc, Canada; présentation par affiche (voir section 7.4 pour résumé et affiche) 
 
 Prix de la meilleure présentation par affiche 
 
19/04/2012 CAHR 2012, Canadian Association for HIV Research, “Transcriptional 
Profiling in HIV Permissive versus Resistant CD4+ T-Cell Subsets Identified 
PPARγ as A Negative Regulator of HIV Replication in Th1Th17 cells”, 19-22 
avril 2012, Hôtel Reine Elizabeth, Montréal, Qc, Canada; présentation par 
affiche 
 
05/03/2012 CROI 2012, 19th Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections, 
"Transcriptional Profiling in HIV Permissive versus Resistant CD4+ T-Cell 
Subsets Identified PPARγ as A Negative Regulator of HIV Replication in 
Th1Th17 cells",  5-8 mars 2012, Washington State Convention Center, 
Seattle, WA, États-Unis; présentation orale en discussion thématique et 
présentation par affiche (voir section 7.3 pour résumé et affiche) 
 
Young Investigator Award, CROI 2012 
 
13/12/2011 14e congrès annuel des étudiants du CRCHUM, « Mécanismes moléculaires 
de la réplication différentielle du VIH-1 dans les cellules Th1Th17 versus 
Th1 », Hôpital Notre-Dame, Montréal, Qc, Canada; présentation par affiche 
 
 Prix d’excellence de la présentation par affiche, catégorie maîtrise 
 
18/11/2011 Journée SIDA et Maladies Infectieuses du Fonds de Recherche en Santé du 
Québec (FRSQ), « Mécanismes moléculaires de la réplication différentielle 
du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ Th1 versus Th1Th17 », Hôtel 
Méridien, Montréal, Qc, Canada; présentation orale 
 
 Prix de la 2e meilleure présentation orale 
 
28/10/2011 Journée des étudiants du département de microbiologie et immunologie de 
l’Université de Montréal, « Mécanismes moléculaires de la réplication 
différentielle du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ Th1 versus Th1Th17 », 
28 octobre 2011, Montréal, Qc, Canada; présentation orale 
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7.3 Résumé de présentation et affiche présentée à la 19e Conférence sur les 
rétrovirus et les infections opportunistes (CROI 2012), Seattle, WA, États-Unis 
 
Transcriptional Profiling in HIV Permissive versus Resistant CD4+ T-Cell Subsets 
Identified PPARγ  as A Negative Regulator of HIV Replication in Th1Th17 cells 
 
Annie Bernier1, 2, Patricia Monteiro1,2, Jean-Philippe Goulet1,3, Annie Gosselin2, Rafick-Pierre 
Sekaly3, Elias Haddad3, and Petronela Ancuta1,2 
 
1Université de Montréal, Faculty of Medicine, Department of Microbiology and Immunology; 
2CHUM-Research Center, Saint Luc Hospital, Montreal, Quebec, Canada; 3Vaccine and Gene 
Therapy Institute, Port St Lucie, Florida, USA; 
 
Background: We previously demonstrated that CXCR3+CCR6+ (Th1Th17) and 
CXCR3+CCR6- (Th1) T-cells are permissive and resistant to HIV, respectively, and that CD4 
count restoration in HAART-treated patients is associated with an increased frequency of Th1 
cells only. We used a systems biology approach to identify molecular mechanisms underlying 
differences in Th1 versus Th1Th17. 
 
Methods: The Affymetrix technology (HG U133 Plus 2.0 Array) was used to identify gene sets 
differentially expressed in Th1 versus Th1Th17 cells from 4 uninfected donors. One-way 
ANOVA analysis identified differentially expressed genes (p-value<0.05). Gene expression 
was validated by SYBR Green real-time RT-PCR, FACS, and western blotting. Specific 
inhibitors and RNA interference were used to assess the role of identified transcripts in HIV 
regulation. ELISA and real-time PCR were used to quantify HIV replication and integration, 
respectively. Viability (Vivid) and proliferation assays (CFSE dilution) were performed in 
parallel. 
 
Results: Among 38,114 present call, 780 probe sets were differentially expressed in Th1Th17 
versus Th1 cells (p<0.05), with 265 and 235 genes being upregulated and downregulated, 
respectively (1.3 fold change cut-off). The upregulated genes included known Th17-specific 
transcripts (IL-17, IL-22, CCL20, RORC, RORA, IL-26, CCR6) and molecules involved in T-
cell activation (TNFSF25, IL1R1, LST1, CCR2, CXCR6). PPARG (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma), a known negative regulator of Th17 polarization, was upregulated 
in Th1Th17 versus Th1 cells. The activation of PPARG pathway using Rosiglitazone 
significantly decreased HIV replication and integration in Th1Th17 cells, without interfering 
with cell viability, proliferation, nor CD4 expression. RNA interference studies confirmed the 
role of PPARG in the negative regulation of HIV replication. Ongoing studies aim to localize 
the step in the viral replication cycle targeted by the PPARG pathway. 
 
Conclusion: This is the first genome-wide characterization of gene expression in CD4+ T-cell 
subsets permissive (Th1Th17) versus resistant (Th1) to HIV infection. We identified the 
PPARG pathway as a negative regulator of HIV replication, likely by interfering with Th17 
polarization in CD4+ T-cells. The functional validation of other potential regulators of HIV 
replication is in progress. These studies have the potential to suggest new therapeutic strategies 
to interfere with HIV replication in primary T-cells.  
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sed
 ge
ne
s (
p-v
alu
e <
0.0
5)
 w
ith
 a 
fol
d c
ha
ng
e >
1.3
 
(up
reg
ula
ted
 ge
ne
s) 
an
d <
-1.
3 (
do
wn
reg
ula
ted
 ge
ne
s).
 Sh
ow
n a
re 
(A
) t
he
 he
at 
ma
p o
f s
om
e d
iff
ere
nti
all
y e
xp
res
sed
 
ge
ne
s i
n 
Th
1T
h1
7 
ve
rsu
s T
h1
 ce
lls
 an
d 
(B
) l
ist
s o
f u
pre
gu
lat
ed
 (r
ed
) a
nd
 do
wn
reg
ula
ted
 (g
ree
n)
 ge
ne
s f
or
 2 
bio
log
ica
l f
un
cti
on
s. 
Ex
pe
rim
en
ts 
we
re
 pe
rfo
rm
ed
 w
ith
 m
atc
he
d 
sam
ple
s f
rom
 fo
ur
 H
IV
-un
inf
ec
ted
 in
div
idu
als
. 
Th
ese
 st
ud
ies
 ar
e p
erf
orm
ed
 in
 co
lla
bo
rat
ion
 w
ith
 D
r. E
lia
s H
ad
da
d a
nd
 D
r. R
afi
ck
-P
ier
re 
Se
ka
ly 
(V
GT
I, F
L,
 U
SA
) 
as 
we
ll a
s t
he
 he
lp 
of 
the
 bi
os
tat
ist
ici
an
 Je
an
-P
hil
ipp
e G
ou
let
 (U
niv
ers
ité
 de
 M
on
tré
al)
. !
!
Fi
gu
re
 4
: 
Pe
ro
xis
om
e 
Pr
oli
fer
ato
r-A
cti
va
ted
 R
ec
ep
tor
 G
am
ma
 (P
PA
R!
) 
sig
na
lin
g 
pa
th
wa
y 
is 
up
re
gu
lat
ed
 in
 T
h1
Th
17
 ve
rsu
s T
h1
 ce
lls
. P
PA
R!
 (N
R1
C3
, n
uc
lea
r r
ec
ep
tor
 su
bfa
mi
ly 
1, 
gro
up
 C
, m
em
be
r 
3)
 is
 a 
typ
e I
I n
uc
lea
r r
ec
ep
tor
. U
po
n 
int
era
cti
on
 w
ith
 it
s a
go
nis
ts,
 su
ch
 as
 ro
sig
lita
zo
ne
 an
d 
pro
sta
gla
nd
ine
 
PG
J 2,
 P
PA
R!
 fo
rm
s 
an
 h
ete
rod
im
er
 w
ith
 th
e 
tra
ns
cri
pti
on
 fa
cto
r R
eti
no
ic 
ac
id
 X
 R
ec
ep
tor
 (R
XR
). 
Th
is 
he
ter
od
im
er 
ca
n i
nte
rac
t w
ith
 co
fac
tor
s a
nd
 bi
nd
 to
 th
e P
PA
R!
 R
esp
on
siv
e E
lem
en
ts 
(P
PR
E)
 re
gio
ns
 on
 th
e 
DN
A,
 in
flu
en
cin
g 
the
 ex
pre
ssi
on
 o
f 
sev
era
l g
en
es.
 D
ata
 fr
om
 th
e 
lite
rat
ure
 d
em
on
str
ate
d 
tha
t P
PA
R!
 
ac
tiv
ati
on
 is
 in
vo
lve
d i
n t
he
 re
gu
lat
ion
 of
 lip
id 
me
tab
oli
sm
, th
e n
eg
ati
ve
 re
gu
lat
ion
 of
 th
e T
h1
7 p
ola
riz
ati
on
, 
the
 in
hib
itio
n o
f s
om
e p
ro-
infl
am
ma
tor
y r
esp
on
ses
 an
d t
he
 in
hib
itio
n o
f t
he
 H
IV
 LT
R 
ac
tiv
ity
 (K
lot
z, 
JE
M
, 
20
09
; P
otu
la,
 A
ID
S,
 20
08
 an
d 
Bo
isv
ert
, V
iro
log
y, 
20
08
). 
Th
e fi
gu
re 
wa
s g
en
era
ted
 us
ing
 th
e I
PA
 so
ftw
are
 
(In
ge
nu
ity
® 
Sy
ste
ms
) b
ase
d 
on
 th
e g
en
e l
ist
s f
ou
nd
 to
 be
 di
ffe
ren
tia
lly
 ex
pre
sse
d 
in 
Th
1T
h1
7 
ve
rsu
s T
h1
 
ce
lls
. A
mo
ng
 se
ve
ral
 p
ath
wa
ys
 id
en
tifi
ed
, P
PA
RG
 p
ath
wa
y 
wa
s 
sel
ec
ted
 fo
r 
thi
s 
an
aly
sis
. r
ed
 : 
ge
ne
s 
up
reg
ula
ted
 in
 T
h1
Th
17
 ve
rsu
s T
h1
 ce
lls
; g
ra
y 
: g
en
es
 de
tec
ted
 w
ith
 no
 si
gn
ific
an
t d
iff
ere
nti
al 
ex
pre
ssi
on
. 
Th
ese
 st
ud
ies
 ar
e p
erf
orm
ed
 in
 co
lla
bo
rat
ion
 w
ith
 D
r. E
lia
s H
ad
da
d a
nd
 D
r. R
afi
ck
-P
ier
re 
Se
ka
ly 
(V
GT
I, 
FL
, 
US
A)
 as
 w
ell
 as
 th
e h
elp
 of
 th
e b
ios
tat
ist
ici
an
 Je
an
-P
hil
ipp
e G
ou
let
 (U
niv
ers
ité
 de
 M
on
tré
al)
. !
! Fi
gu
re
 5:
 D
iff
er
en
tia
l e
xp
re
ssi
on
 of
 P
PA
R!
 at
 m
RN
A 
an
d 
pr
ote
in
 le
ve
l i
n 
Th
1T
h1
7 
ve
rsu
s T
h1
 ce
lls
. 
M
em
ory
 T
h1
Th
17
 an
d T
h1
 ce
lls
 w
ere
 so
rte
d f
rom
 3 
HI
V-
un
inf
ec
ted
 do
no
rs 
an
d s
tim
ula
ted
 vi
a C
D3
/C
D2
8 f
or 
3 d
ay
s. 
(A
) T
he
 to
tal
 R
NA
 w
as 
ex
tra
cte
d u
sin
g t
he
 R
Ne
asy
 ex
tra
cti
on
 ki
t (
Qi
ag
en
). 
Le
ve
ls 
of 
PP
AR
G 
mR
NA
 
ex
pre
ssi
on
 w
ere
 qu
an
tifi
ed
 by
 re
al-
tim
e R
T-
PC
R 
us
ing
 th
e Q
ua
nti
Te
ct 
pri
me
rs 
for
 PP
AR
G 
an
d t
he
 O
ne
-st
ep
 
SY
BR
 G
ree
n 
RT
-P
CR
 K
it 
(Q
iag
en
) o
n 
the
 L
igh
tC
yc
ler
 4
80
 II
 (R
oc
he
). 
Th
e 
ex
pre
ssi
on
 o
f P
PA
R!
 w
as 
no
rm
ali
ze
d 
rel
ati
ve
 to
 le
ve
ls 
of
 28
S 
rR
NA
 ex
pre
ssi
on
 (I
DT
 pr
im
ers
). 
Qu
an
tifi
ca
tio
n 
wa
s p
erf
orm
ed
 us
ing
 a 
sta
nd
ard
 cu
rve
 ge
ne
rat
ed
 us
ing
 se
ria
l d
ilu
tio
ns
 of
 cD
NA
 sp
ec
ific
 fo
r e
ac
h t
ran
scr
ipt
 (2
,00
0; 
20
0; 
20
; 2
; 0
.2;
 
0.0
2; 
0.0
02
 fg
s).
 T
he
 pa
ire
d 
Stu
de
nt 
t t
est
 p-
va
lue
 (T
h1
Th
17
 ve
rsu
s T
h1
) i
s i
nd
ica
ted
 in
 th
e F
igu
re 
(P
ris
m 
Gr
ap
hP
ad
 So
ftw
are
). 
(B
) I
n p
ara
lle
l, T
-ce
lls
 w
ere
 ly
sed
 to
 pe
rfo
rm
 a 
we
ste
rn
 bl
ott
ing
 on
 a 
8%
 ac
ryl
am
ide
 ge
l 
(50
 µg
 pr
ote
ins
/w
ell
) t
ha
t w
as 
tra
ns
fer
red
 on
 a 
PV
DF
 m
em
bra
ne
, s
ub
seq
ue
ntl
y i
nc
ub
ate
d w
ith
 th
e a
nti
-P
PA
R!
 
(cl
on
e 
#C
26
H1
2,
 C
ell
 S
ign
ali
ng
) 
an
d 
an
ti-
"-
ac
tin
e 
(cl
on
e 
#A
C-
15
, S
igm
a-A
ldr
ich
) 
an
tib
od
ies
. "
-ac
tin
e 
ex
pre
ssi
on
 w
as 
us
ed
 fo
r n
orm
ali
sat
ion
 (G
elE
va
l v
1.3
5) 
an
d t
he
 re
lat
ive
 in
ten
sit
y i
s i
nd
ica
ted
 be
low
 ea
ch
 ba
nd
.!
Fi
gu
re
 6:
 T
he
 P
PA
R!
-sp
ec
ific
 lig
an
d r
os
igl
ita
zo
ne
 in
hib
its
 H
IV
-1 
re
pli
ca
tio
n a
nd
 pr
ov
ira
l in
teg
ra
tio
n i
n 
me
mo
ry
 C
D4
+ 
T-
ce
lls
. M
em
ory
 C
D4
+ 
T-
ce
lls
 is
ola
ted
 by
 ne
ga
tiv
e 
sel
ec
tio
n 
us
ing
 m
ag
ne
tic
 be
ad
s w
ere
 
sti
mu
lat
ed
 vi
a C
D3
/C
D2
8 f
or 
3 d
ay
s b
efo
re 
ex
po
sit
ion
 to
 H
IV
-1 
for
 3 
ho
urs
 at
 37
o C
. C
ell
s w
ere
 th
en
 cu
ltu
red
 
in 
the
 pr
ese
nc
e o
f I
L-
2 (
5n
g/m
l) 
in 
the
 pr
ese
nc
e o
r a
bs
en
ce
 of
 ro
sig
lita
zo
ne
 (5
0µ
M
). 
(A
) H
IV
 re
pli
ca
tio
n w
as 
me
asu
red
 by
 an
 H
IV
 p2
4 E
LI
SA
 in
 th
e s
up
ern
ata
nts
, s
tar
tin
g a
t d
ay
 3 
po
st-
inf
ec
tio
n. 
Sta
tis
tic
all
y s
ign
ific
an
t 
un
pa
ire
d S
tud
en
t’s
 t-
Te
st 
p-v
alu
es
 ar
e i
nd
ica
ted
 in
 th
e fi
gu
re 
(*,
 <
0.0
5).
 (B
) L
ev
els
 of
 in
teg
rat
ed
 H
IV
-D
NA
 
we
re 
qu
an
tifi
ed
 by
 re
al-
tim
e P
CR
 us
ing
 sp
ec
ific
 pr
im
ers
 fo
r H
IV
 an
d A
lu 
seq
ue
nc
es
 in
 T-
ce
lls
 ha
rve
ste
d 
at 
da
y 3
 or
 14
 po
st-
inf
ec
tio
n. 
Re
su
lts
 w
ere
 no
rm
ali
ze
d r
ela
tiv
e t
o l
ev
els
 of
 C
D3
 ex
pre
ssi
on
. (
A,
 B
) C
ell
s w
ere
 
inf
ec
ted
 w
ith
 a 
CC
R5
-tr
op
ic 
vir
us
; N
L4
.3B
AL
, 1
3n
g H
IV
 p2
4/1
06
  c
ell
s (
A 
an
d B
 ri
gh
t p
an
el)
 or
 50
ng
 H
IV
 
p2
4/1
06
  c
ell
s (
B 
lef
t p
an
el)
. R
esu
lts
 in
 A
-B
 ar
e r
ep
res
en
tat
ive
 of
 re
su
lts
 ob
tai
ne
d 
wi
th 
ce
lls
 fr
om
 2
 H
IV
-
ne
ga
tiv
e d
on
ors
.!
Fi
gu
re
 8:
 T
he
 P
PA
R!
-sp
ec
ific
 lig
an
d 
ro
sig
lit
az
on
e d
oe
s n
ot
 in
ter
fer
e w
ith
 T-
ce
ll 
pr
oli
fer
ati
on
, v
iab
ilit
y, 
an
d 
ex
pr
ess
ion
 of
 C
D4
 
an
d 
CC
R5
. M
em
ory
 C
D4
+ 
T-
ce
lls
 is
ola
ted
 b
y 
ne
ga
tiv
e 
sel
ec
tio
n 
us
ing
 m
ag
ne
tic
 b
ea
ds
 w
ere
 lo
ad
ed
 w
ith
 C
FS
E 
(0.
5µ
M
) a
nd
 
sti
mu
lat
ed
 vi
a C
D3
/C
D2
8 f
or
 3 
da
ys
. C
ell
s w
ere
 th
en
 cu
ltu
red
 w
ith
 IL
-2
 (5
ng
/m
l) 
in 
the
 pr
ese
nc
e o
r a
bs
en
ce
 of
 ro
sig
lita
zo
ne
 (5
0µ
M
) 
for
 2
 da
ys
, s
tai
ne
d 
(C
D4
, C
CR
5, 
Vi
vid
), 
an
d 
an
aly
ze
d 
by
 fl
ow
 cy
tom
etr
y 
(L
SR
 II
, B
D)
. (
A)
 T
he
 fr
eq
ue
nc
y 
of
 pr
oli
fer
ati
ng
 ce
lls
 
(id
en
tifi
ed
 as
 C
FS
Elo
w )
 w
as
 m
ea
su
red
 b
y 
the
 C
FS
E 
dil
uti
on
 as
say
 an
d 
(B
) 
via
ble
 ce
lls
 (i
de
nti
fie
d 
as
 v
ivi
d 
ne
ga
tiv
e)
 b
y 
the
 
inc
orp
ora
tio
n 
of
 a
 vi
ab
ilit
y 
dy
e 
(V
ivi
d, 
Inv
itr
og
en
). 
(C
) T
he
 ex
pre
ssi
on
 of
 th
e 
HI
V-
rec
ep
tor
 C
D4
 an
d 
(D
) c
ore
ce
pto
r C
CR
5 
wa
s 
qu
an
tifi
ed
 us
ing
 flu
oro
ch
rom
es-
co
nju
ga
ted
 an
ti-
CD
4 a
nd
 an
ti-
CC
R5
 an
tib
od
ies
. R
esu
lts
 in
 A
-D
 ar
e r
ep
res
en
tat
ive
 of
 re
su
lts
 ob
tai
ne
d 
wi
th 
ce
lls
 fr
om
 2 
HI
V-
ne
ga
tiv
e d
on
ors
.!
Fi
gu
re
 9:
 T
he
 P
PA
R!
-sp
ec
ific
 lig
an
d r
os
igl
ita
zo
ne
 in
hib
its
 IL
-17
 an
d I
FN
-!
 pr
od
uc
tio
n i
n m
em
or
y C
D4
+ T
-ce
lls
. M
em
ory
 C
D4
+ 
T-
ce
lls
 w
ere
 is
ola
ted
 by
 ne
ga
tiv
e 
sel
ec
tio
n 
us
ing
 m
ag
ne
tic
 be
ad
s. 
(A
) T
-ce
lls
 w
ere
 st
im
ula
ted
 vi
a 
CD
3/C
D2
8 
in
 th
e 
pre
sen
ce
 or
 
ab
sen
ce
 of
 ro
sig
lita
zo
ne
 (5
0µ
M
) f
or 
2 d
ay
s a
nd
 th
en
 st
im
ula
ted
 or
 no
t w
ith
 ph
orb
ol 
my
ris
tat
e a
ce
tat
e (
PM
A,
 50
ng
/m
l) 
an
d I
on
om
yc
ine
 
(1µ
g/m
l) 
for
 24
 ho
urs
. (
B)
 T-
 ce
lls
 w
ere
 st
im
ula
ted
 vi
a 
CD
3/C
D2
8 
for
 3
 da
ys
, c
ult
ure
d 
in 
the
 pr
ese
nc
e o
r a
bs
en
ce
 of
 ro
sig
lita
zo
ne 
(50
µM
) f
or
 2 
mo
re 
da
ys
, a
nd
 st
im
ula
ted
 in
 th
e p
res
en
ce
 or
 ab
sen
ce
 of
 PM
A/
Ion
om
yc
in 
for
 24
 ho
urs
. S
up
ern
ata
nts
 w
ere
 ha
rve
ste
d a
t 
da
y 
3 
(A
) a
nd
 d
ay
 6
 (B
) a
nd
 le
ve
ls 
of
 IL
-17
 an
d 
IF
N-
# 
pro
du
cti
on
 w
ere
 q
ua
nti
fie
d 
us
ing
 th
e 
EL
IS
A 
Re
ad
y-S
ET
-G
o!®
 K
its 
(eB
ios
cie
nc
e).
 R
esu
lts
 ar
e r
ep
res
en
tat
ive
 of
 re
su
lts
 ob
tai
ne
d w
ith
 ce
lls
 fr
om
 2 
HI
V-
ne
ga
tiv
e d
on
ors
.!
Fi
gu
re
 7
: P
PA
R!
 si
len
cin
g 
inc
re
as
es
 H
IV
 re
pli
ca
tio
n 
in
 m
em
or
y 
CD
4+
 T
 ce
lls
. M
em
ory
 C
D4
+ 
T-
ce
lls
 is
ola
ted
 b
y 
ne
ga
tiv
e 
sel
ec
tio
n u
sin
g m
ag
ne
tic
 be
ad
s w
ere
 st
im
ula
ted
 vi
a C
D3
/C
D2
8 f
or
 2 
da
ys
. C
ell
s w
ere
 th
en
 w
ash
ed
 an
d n
uc
leo
fec
ted
 w
ith
 si
PP
AR
G 
(L
-00
34
36
-00
) o
r a
 no
n t
arg
eti
ng
 si
RN
A 
at 
1 µ
M
 (s
iN
T, 
D-
00
18
10
-10
-05
, D
ha
ma
rco
n)
 us
ing
 th
e A
ma
xa
 N
uc
leo
fec
tor
 II
 de
vic
e a
nd
 
the
 A
ma
xa
 H
um
an
 T-
ce
lls
 N
uc
leo
fec
tor
 ki
t (
VP
A-
10
02
, L
on
za
). 
Nu
cle
ofe
cte
d c
ell
s w
ere
 cu
ltu
red
 in
 th
e p
res
en
ce
 of
 IL
-2
 (5
ng
/m
l) 
for
 
24
h b
efo
re 
ex
po
sit
ion
 to
 H
IV
-1
 fo
r 3
 ho
urs
 at
 37
o C
 an
d c
ult
ure
d (
IL
-2,
 5n
g/m
l).
 (A
) C
ell
s w
ere
 ha
rve
ste
d 2
4h
 po
st-
nu
cle
ofe
cti
on
 an
d 
the
 to
tal
 R
NA
 w
as
 ex
tra
cte
d t
o m
ea
su
re 
the
 R
NA
 si
len
cin
g e
ffi
cie
nc
y. 
(B
) H
IV
 re
pli
ca
tio
n w
as
 m
ea
su
red
 by
 H
IV
-p2
4 E
LI
SA
 in
 th
e 
su
pe
rna
tan
ts 
at 
da
y 3
 po
st-
inf
ec
tio
n. 
(C
) L
ev
els
 of
 in
teg
rat
ed
 H
IV
-D
NA
 w
ere
 qu
an
tifi
ed
 by
 re
al-
tim
e P
CR
 us
ing
 sp
ec
ific
 pr
im
ers
 fo
r 
HI
V 
an
d A
lu 
seq
ue
nc
es 
in 
ce
lls
 ha
rve
ste
d a
t d
ay
 3 
po
st-
inf
ec
tio
n. 
Re
su
lts
 w
ere
 no
rm
ali
ze
d r
ela
tiv
e t
o l
ev
els
 of
 C
D3
 ex
pre
ssi
on
. (
B,
C)
 
Ce
lls
 w
ere
 in
fec
ted
 w
ith
 a 
CC
R5
-tr
op
ic 
vir
us
 (N
L4
.3B
AL
, 5
0n
g H
IV
 p2
4/1
06 
 ce
lls
). 
Sta
tis
tic
all
y s
ign
ific
an
t u
np
air
ed
 St
ud
en
t’s
 t-
Te
st 
p-v
alu
es
 ar
e i
nd
ica
ted
 in
 th
e fi
gu
re 
(*,
 <
0.0
5).
 R
esu
lts
 in
 A
-C
 ar
e r
ep
res
en
tat
ive
 of
 re
su
lts
 ob
tai
ne
d w
ith
 ce
lls
 fr
om
 2 
HI
V-
ne
ga
tiv
e 
do
no
rs.
!
p 
= 
0.
02
7 
B
 
A 
D
on
or
 
#1
 
#2
 
#3
 
Th1 
Th1Th17 
Th1 
Th1Th17 
Th1 
Th1Th17 
!-
ac
tin
e 
(4
2 
kD
a)
 
PP
A
R
! (
53
 k
D
a)
 
0.
58
  0
.3
3 
  0
.5
1 
  0
.2
1 
  0
.6
2 
  0
.1
1 
H
IV
 N
L4
.3
B
A
L 
(R
5)
 D
ay
 1
4 
B
 
   
 M
ed
iu
m
   
   
   
 R
os
ig
lit
az
on
e 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
  5
0u
M
 
H
IV
 N
L4
.3
B
A
L 
(R
5)
 D
ay
 3
 
   
 M
ed
iu
m
   
   
   
 R
os
ig
lit
az
on
e 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
  5
0u
M
 
H
IV
 N
L4
.3
B
A
L 
(R
5)
 
A 
* 
* 
A 
B
 
A 
B
 
C
 
77
%
 s
ile
nc
in
g 
  *
 
A C
D
4+
 T
M
 c
el
ls
 is
ol
at
io
n 
C
ul
tu
re
 C
D
3/
C
D
28
 
+ 
ro
si
gl
ita
zo
ne
 5
0u
M
 
D
0 
D
2 
D
3 
+P
M
A
/ 
Io
no
 
H
ar
ve
st
 
   
N
o 
st
im
ul
at
io
n 
   
   
   
 P
M
A
/Io
no
  
   
N
o 
st
im
ul
at
io
n 
   
   
   
 P
M
A
/Io
no
  
B
 
C
D
4+
 T
M
 c
el
ls
 is
ol
at
io
n 
C
ul
tu
re
 C
D
3/
C
D
28
 
D
0 
D
5 
   
 D
3 
 D
6 
+ 
ro
si
gl
ita
zo
ne
 
50
uM
 
+P
M
A
/ 
Io
no
 
H
ar
ve
st
 
   
N
o 
st
im
ul
at
io
n 
   
   
   
PM
A
/Io
no
  
   
N
o 
st
im
ul
at
io
n 
   
   
   
 P
M
A
/Io
no
  
Ac
kn
ow
led
ge
me
nt
s: 
Th
e a
uth
ors
 th
an
k L
au
ren
ce
 L
eje
un
e (
Flo
w 
Cy
tom
etr
y C
ore
 Fa
cil
ity
, C
HU
M
-R
ese
arc
h C
en
ter
, S
ain
t-L
uc
 H
os
pit
al,
 M
on
tré
al,
 Q
C, 
Ca
na
da
) f
or
 ex
pe
rt 
tec
hn
ica
l s
up
po
rt 
wi
th 
po
lyc
hro
ma
tic
 flo
w 
cy
tom
etr
y a
na
lys
is 
an
d s
ort
ing
, A
nn
e V
ass
al 
for
 he
lp 
wi
th 
eth
ica
l a
pp
rov
als
 an
d i
nfo
rm
ed 
co
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Mécanismes moléculaires de la réplication différentielle du VIH-1 dans les cellules Th1 
versus Th1Th17 
 
Annie Bernier, Aurélie Cleret, Patricia Monteiro, Jean-Philippe Goulet et Petronela Ancuta 
 
CRCHUM, Hôpital Saint-Luc, Université de Montréal, Canada. 
 
Introduction: Notre laboratoire a démontré que les cellules Th1 à phénotype CXCR3+CCR6- 
sont relativement résistantes et que les cellules Th1Th17 à phénotype CXCR3+CCR6+ sont 
hautement permissives à l’infection par le VIH-1. La réplication du VIH dépend de facteurs 
cellulaires agissant à différentes étapes du cycle viral. Malgré plusieurs avancées, la 
compréhension des voies de signalisation cellulaire impliquées dans la réplication du VIH est 
encore limitée. Notre objectif est d’identifier les mécanismes moléculaires de la résistance 
versus la permissivité au VIH dans les cellules Th1 vs Th1Th17. 
 
Méthodes: Des études avec des biopuces (technologie Affymetrix) ont été réalisées pour 
comparer le transcriptome des cellules Th1 versus Th1Th17 chez 4 donneurs non infectés par le 
VIH. Des analyses réalisées par Gene Set Enrichment Analysis et Ingenuity Pathway Analysis 
ont permis d’identifier des fonctions biologiques et des voies de signalisation différemment 
exprimées. L’expression différentielle des gènes d’intérêt a été confirmée par RT-PCR 
quantitative en temps réel et immunobuvardage. Différentes molécules permettant l’activation 
des gènes d’intérêt, tel un ligand de PPARg (rosiglitazone), ont été utilisés pour comparer les 
niveaux d’infection entre les cellules stimulées ou non par ces molécules. La réplication du VIH 
a été mesurée par quantification de l’ADN viral intégré par PCR en temps réel et mesure de la 
protéine p24 du VIH par ELISA. 
 
Résultats: Des 38113 sondes détectées, 780 étaient différemment exprimés dans les Th1Th17 
vs Th1 (p<0.05). Les analyses ont mis en évidence des différences d’expression de gènes jouant 
un rôle dans la migration endothéliale, l’inflammation, la différentiation des cellules T, 
l’apoptose et la dégradation protéasomale. Nous avons confirmé l’expression différentielle de 
certains gènes dans les cellules Th1 (e.g., SERPINB6, PTK2) versus Th1Th17 (e.g., CXCR6, 
PPARg). Finalement, nous avons démontré que l’activation de la voie PPARg induit la 
diminution de la réplication du VIH dans les cellules T CD4+. 
 
Conclusion: Nous avons identifié des différences dans la régulation de diverses fonctions 
biologiques permettant en partie d’expliquer la susceptibilité à l’infection par le VIH dans les 
cellules T CD4+. Nous avons identifié la voie PPARg comme un régulateur négatif de la 
réplication du VIH, probablement en interférant avec la polarisation Th17. Ces études ont le 
potentiel de suggérer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour interférer avec la réplication 
du VIH dans les lymphocytes T. 
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 4:
 V
ali
da
tio
n 
de
 l’
ex
pr
ess
ion
 di
ffé
re
nt
iel
le 
de
s g
èn
es
 d’
int
ér
êt 
da
ns
 le
s c
ell
ule
s T
h1
Th
17
 ve
rsu
s T
h1
. L
es
 ce
llu
les
 T
h1
Th
17
 et 
Th
1 
tri
ée
s d
e d
on
ne
urs
 no
n 
inf
ec
tés
 pa
r l
e V
IH
 on
t é
té 
sti
mu
lée
s v
ia 
CD
3/C
D2
8 
du
ran
t 3
 jo
urs
. A
. L
’AR
N 
tot
al 
a é
té 
ex
tra
it 
av
ec
 un
e 
tro
us
se
 d’
ex
tra
cti
on
 de
 Q
iag
en
. L
es
 R
T-
PC
R 
qu
an
tita
tiv
es
 en
 te
mp
s r
ée
ls 
on
t é
té 
réa
lis
ée
s s
ur
 L
igh
tC
yc
ler
 48
0 
II 
(R
oc
he
) à
 l’a
ide
 de
 la 
tro
us
se
 Q
ua
nti
Te
ct 
SY
BR
 G
ree
n 
RT
 P
CR
 et
 de
s a
mo
rce
s s
pé
cifi
qu
es
 (Q
iag
en
). 
La
 qu
an
tifi
ca
tio
n 
a é
té 
réa
lis
ée
 pa
r r
ap
po
rt 
à u
ne
 co
urb
e 
sta
nd
ard
 gé
né
rée
 av
ec
 de
 l’A
DN
c d
e c
ha
qu
e t
ran
scr
it. 
L’e
xp
res
sio
n r
ela
tiv
e d
e c
ha
cu
n d
es
 gè
ne
s a
 ét
é n
orm
ali
sée
 pa
r r
ap
po
rt 
au
x n
ive
au
x 
d’A
RN
 ri
bo
so
ma
l 2
8S
. L
es
 ré
su
lta
ts 
d’e
xp
res
sio
n 
de
 l’A
RN
m
 de
 5
 do
nn
eu
rs 
dif
fér
en
ts 
et 
les
 va
leu
rs 
du
 te
st 
t d
e S
tud
en
t a
pp
ari
é s
on
t 
ind
iqu
ée
s (
* p
 #
 0.
05
, *
* p
 #
 0.
01
, *
**
 p 
# 
0.0
01
) p
ou
r c
ha
qu
e g
èn
e. 
B.
 E
n p
ara
llè
le,
 de
s c
ell
ule
s o
nt 
été
 ly
sée
s e
t l
a c
on
ce
ntr
ati
on
 de
s 
lys
ats
 en
 pr
oté
ine
s a
 ét
é d
éte
rm
iné
e p
ar 
la 
mé
tho
de
 de
 B
rad
for
d. 
40
 µg
 de
 pr
oté
ine
s p
ar 
pu
its
 on
t é
té 
uti
lis
és 
po
ur 
un
 im
mu
no
bu
va
rda
ge
 su
r 
ge
l d
’ac
ryl
am
ide
. A
prè
s t
ran
sfe
rt 
su
r m
em
bra
ne
s P
VD
F, 
ce
lle
s-c
i o
nt 
été
 ex
po
sée
s à
 de
s A
cs
 an
ti-
PP
AR
! o
u a
nti
-A
RN
TL
. L
a r
év
éla
tio
n e
st 
fai
te 
pa
r d
os
ag
e d
e l
a c
him
iol
um
ine
sce
nc
e (
EC
L 
Plu
s, 
GE
 H
ea
lth
ca
re)
 su
r fi
lm
 ph
oto
gra
ph
iqu
e. 
L’e
xp
res
sio
n 
de
 la
 $
-ac
tin
e e
st 
uti
lis
ée 
co
mm
e c
on
trô
le 
afi
n d
e c
alc
ule
r l
’in
ten
sit
é r
ela
tiv
e à
 l’a
ide
 du
 lo
gic
iel
 G
elE
va
l v
1.3
5, 
tel
 qu
’in
diq
ué
 so
us
 ch
aq
ue
 ba
nd
e.!
A 
Milieu 
D
A
P
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P
PA
R
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M
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R
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 5:
 V
ali
da
tio
n d
es 
eff
ets
 de
 la
 ro
sig
lit
az
on
e e
t d
u T
00
70
90
7 s
ur
 l’
ex
pr
ess
ion
 et
 la
 lo
ca
lis
ati
on
 de
 P
PA
R!
 da
ns
 le
s c
ell
ule
s T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s. 
De
s c
ell
ule
s T
 C
D4
+ m
ém
oir
es 
iso
lée
s i
so
lée
s p
ar 
sél
ec
tio
n n
ég
ati
ve
 en
 ut
ilis
an
t d
es 
bil
les
 m
ag
né
tiq
ue
s o
nt 
été
 st
im
ulé
es 
via
 C
D3
/
CD
28
 du
ran
t 3
 jo
urs
, p
uis
 m
ise
s e
n 
cu
ltu
re
 en
 pr
ése
nc
e d
e r
os
igl
ita
zo
ne
 (R
GZ
) 5
0%
M
 et
/ou
 de
 T
00
70
90
7 
(T
00
7)
 10
%M
 du
ran
t 2
0h
. L
es 
ce
llu
les
 on
t é
té 
lav
ée
s e
t fi
xé
es
 su
r u
ne
 la
me
 de
 m
icr
os
co
pie
 po
ur
 m
arq
ua
ge
 pa
r u
n A
cs
 an
ti-
PP
AR
! p
uis
 pa
r u
n A
cs
 se
co
nd
air
e c
ou
plé
 au
 
flu
oro
ch
rom
e A
lex
a F
luo
r 4
88
. U
n m
arq
ua
ge
 de
s n
oy
au
x p
ar 
DA
PI
 (P
ro
Lo
ng
 G
old
 A
nti
fad
e w
ith
 D
AP
I, 
Inv
itr
og
en
) a
 en
su
ite
 ét
é r
éa
lis
é. 
Le
s 
ce
llu
les
 on
t é
té 
ob
ser
vé
es 
en
 m
icr
os
co
pie
 co
nfo
ca
le 
à fl
uo
res
ce
nc
e (
Ax
io 
Ob
ser
ve
r.Z
1 C
ell
 O
bs
erv
er®
, C
arl
 Z
eis
s) 
à d
es 
gro
ssi
sse
me
nts
 de
 40
 
et 
10
0X
, a
ins
i q
u’e
n 
co
up
e 
en
 Z
 à
 1
00
X.
 A
. L
es
 im
ag
es
 o
nt
 ét
é 
ob
ten
ue
s 
à 
l’a
ide
 d
u 
log
ici
el 
Ax
ioV
isi
on
 4
.8.
2.
 (C
arl
 Z
eis
s) 
av
ec
 u
n 
gro
ssi
sse
me
nt 
à 1
00
X.
 B
. L
es 
niv
ea
ux
 de
 flu
ore
sce
nc
e d
e 1
5 c
ell
ule
s (
rat
io 
de
 flu
ore
sce
nc
e P
PA
RG
 no
ya
u/c
ell
ule
 to
tal
e) 
on
t é
té 
me
su
rés
 vi
a l
e 
log
ici
el 
Im
ag
eJ
 (N
IH
) e
t l
a v
ale
ur
 du
 te
st 
t d
e S
tud
en
t n
on
 ap
pa
rié
 es
t i
nd
iqu
ée
 (*
**
*"p
 #
 0.
00
01
). 
Le
s r
ésu
lta
ts 
pré
sen
tés
 so
nt 
ob
ten
us
 su
r 1
 
do
nn
eu
r e
t s
on
t r
ep
rés
en
tat
ifs
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 E
ffe
t d
e l
’ac
tiv
ati
on
 ou
 de
 l’
inh
ibi
tio
n 
de
 P
PA
R!
 su
r l
a 
su
sce
pt
ibi
lit
é 
à 
la
 ré
pli
ca
tio
n 
du
 V
IH
 d
an
s 
les
 ly
mp
ho
cy
tes
 T
 
CD
4+
 m
ém
oir
es 
tot
au
x e
t l
es 
ce
llu
les
 à 
po
lar
isa
tio
n T
h1
Th
17
. L
es 
ce
llu
les
 T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s i
so
lée
s p
ar 
sél
ec
tio
n n
ég
ati
ve
 à 
l’a
ide
 de
 
bil
les
 m
ag
né
tiq
ue
s o
u 
les
 ce
llu
les
 à 
pro
fil
 de
 po
lar
isa
tio
n 
Th
1T
h1
7 
iso
lée
s 
pa
r 
FA
CS
 o
nt
 ét
é 
sti
mu
lée
s 
3 
jou
rs
 v
ia
 C
D3
/C
D2
8.
 L
es 
ce
llu
les
 on
t e
ns
uit
e 
été
 ex
po
sée
s a
u 
HI
V 
du
ran
t 3
 he
ure
s 
 à
 37
o C
 
av
an
t d
’êt
re 
mi
ses
 en
 cu
ltu
re 
en
 pr
ése
nc
e d
’IL
-2
 (5
 ng
/m
l) 
av
ec
 ou
 
san
s 
la
 ro
sig
lita
zo
ne
 (5
0 
µM
). 
A,
 C
. L
a 
rép
lic
ati
on
 d
u 
VI
H
 es
t 
me
su
rée
 pa
r E
LI
SA
 de
 la
 pr
oté
ine
 p2
4 d
an
s l
es 
su
rna
ge
an
ts 
de
 cu
ltu
re 
réc
up
éré
s à
 jo
ur 
3, 
6, 
9 e
t 1
2 o
u 1
3 p
os
t-i
nfe
cti
on
. B
, D
. L
’in
tég
rat
ion
 
de
 l’
AD
N 
vir
al 
est
 m
esu
rée
 pa
r P
CR
 qu
an
tita
tiv
e e
n t
em
ps
 ré
el 
à j
ou
r 
3 
et/
ou
 1
2 
ou
 1
4 
po
st-
inf
ec
tio
n.
 (A
-D
) L
es
 ce
llu
les
 so
nt
 in
fec
tée
s 
av
ec
 un
 vi
rus
 de
 tr
op
ism
e 
R5
 (N
L4
.3B
AL
) à
 13
ng
 ou
 50
ng
 de
 la
 
po
rét
ine
 p2
4 d
u V
IH
/10
6  c
ell
ule
s. 
Le
s r
ésu
lta
ts 
so
nt 
rep
rés
en
tat
ifs
 de
 
rés
ult
ats
 ob
ten
us
 av
ec
 de
s c
ell
ule
s d
e 2
 do
nn
eu
rs 
dif
fér
en
ts.
!
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gu
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0:
 M
od
èle
 p
ro
po
sé
 p
ou
r 
l’i
nh
ibi
tio
n 
de
 la
 ré
pli
ca
tio
n 
du
 V
IH
 p
ar
 l’
ac
tiv
ati
on
 d
e 
la
 v
oie
 P
PA
R!
. 
L’a
cti
va
tio
n 
de
 P
PA
R&
 es
t i
mp
liq
ué
e 
da
ns
 la
 ré
gu
lat
ion
 n
ég
ati
ve
 d
e 
la
 d
iff
ére
nti
ati
on
 v
ers
 le
 p
rofi
l T
h1
7,
 le
 
mé
tab
oli
sm
e 
de
s 
lip
ide
s, 
l’in
hib
itio
n 
de
 d
ive
rse
s 
rép
on
ses
 p
ro-
infl
am
ma
toi
res
, a
ins
i q
ue
 l’i
nh
ibi
tio
n 
de
 l’a
cti
vit
é 
tra
ns
cri
pti
on
ne
lle
 de
s L
TR
 du
 V
IH
 (K
lot
z, 
JE
M
, 2
00
9;
 P
otu
la,
 A
ID
S,
 20
08
 et
 B
ois
ve
rt,
 V
iro
log
y, 
20
08
). 
Fig
ure
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 pa
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à l
’ai
de
 du
 lo
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iel
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ge
nu
ity
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y A
na
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is 
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nis
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 7:
 E
ffe
t d
e l
’in
hib
iti
on
 de
 P
PA
RG
 pa
r A
RN
 in
ter
fér
en
ce
 su
r l
a r
ép
lic
ati
on
 du
 V
IH
-1 
da
ns
 le
s c
ell
ule
s T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s. 
Le
s 
ce
llu
les
 T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s 
iso
lée
s 
pa
r s
éle
cti
on
 n
ég
ati
ve
 en
 u
tili
san
t d
es
 b
ille
s 
ma
gn
éti
qu
es
 o
nt
 ét
é 
sit
mu
lée
s v
ia 
CD
3/C
D2
8 d
ura
nt 
2 j
ou
rs 
av
an
t d
’êt
re 
nu
clé
ofe
cté
es
 av
ec
 un
 A
RN
 in
ter
fér
an
t (
AR
Ni
) d
iri
gé
 co
ntr
e P
PA
RG
 
(si
PP
AR
G)
 ou
 un
 A
RN
i n
on
 sp
éc
ifiq
ue
 (s
iN
T)
 (D
ha
rm
ac
on
) e
n u
tili
san
t l
e d
isp
os
itif
 N
uc
leo
fec
tor
 II
 (L
on
za
). 
Le
s c
ell
ule
s 
nu
clé
ofe
cté
es
 on
t e
ns
uit
e é
té 
cu
ltiv
ée
s e
n p
rés
en
ce
 d’
IL
-2
 (5
ng
/m
l) 
du
ran
t 2
4h
 av
an
t d
’êt
re 
ex
po
sée
s a
u V
IH
 du
ran
t 3
h à
 
37
o C
. A
prè
s l
av
ag
e, 
les
 ce
llu
les
 on
t é
té 
rem
ise
s e
n 
cu
ltu
re
 (I
L-
2, 
5n
g/m
l).
 A
. D
es
 ce
llu
les
 T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s o
nt
 ét
é 
rec
ue
illi
es 
ap
rès
 de
 0 
à 4
 jo
urs
 de
 st
im
ula
tio
n C
D3
/C
D2
8, 
l’A
RN
 to
tal
 a 
été
 ex
tra
it e
t l’
AR
Nm
 de
 PP
AR
G 
a é
té 
qu
an
tifi
é p
ar 
RT
-P
CR
 en
 te
mp
s r
ée
l a
fin
 de
 dé
ter
mi
ne
r l
a c
iné
tiq
ue
 d’
ex
pre
ssi
on
 de
s t
ran
scr
its
 PP
AR
G.
 L’
ex
pre
ssi
on
 re
lat
ive
 de
 PP
AR
G 
a 
été
 no
rm
ali
sée
 pa
r r
ap
po
rt 
au
x n
ive
au
x d
’A
RN
 ri
bo
so
ma
l 2
8S
. B
. D
es 
ce
llu
les
 on
t é
té 
rec
ue
illi
es 
24
h a
prè
s n
uc
léo
fec
tio
n e
t 
l’A
RN
 to
tal
 a 
été
 ex
tra
it 
po
ur
 m
esu
rer
 l’
effi
ca
cit
é d
e l
’in
ter
fér
en
ce
 A
RN
 pa
r R
T-
PC
R 
en
 te
mp
s r
ée
l. 
C.
 L
a r
ép
lic
ati
on
 du
 
VI
H 
3 
jou
rs 
po
st-
inf
ec
tio
n 
a é
té 
me
su
rée
 pa
r E
LI
SA
 de
 dé
tec
tio
n 
de
 la
 pr
oté
ine
 p2
4 
du
 V
IH
 da
ns
 le
s s
urn
ag
ea
nts
. L
es 
niv
ea
ux
 d’
AD
N 
vir
al 
int
ég
ré 
da
ns
 le
s c
ell
ule
s r
ec
ue
illi
es
 3 
jou
rs 
po
st-
inf
ec
tio
n o
nt 
été
 qu
an
tifi
és
 pa
r P
CR
 en
 te
mp
s r
ée
l e
t 
no
rm
ali
sé
 re
lat
ive
me
nt
 au
x 
niv
ea
ux
 d’
ex
pre
ssi
on
 de
 C
D3
. L
es
 ce
llu
les
 on
t é
té 
inf
ec
tée
s a
ve
c 
un
 vi
rus
 à
 tr
op
ism
e 
R5
 
(N
L4
.3B
AL
) à
 50
ng
 de
 p2
4/1
06  
ce
llu
les
. (B
, C
) L
es 
va
leu
rs 
du
 te
st 
t d
e S
tud
en
t n
on
 ap
pa
rié
 so
nt 
ind
iqu
ée
s (
* p
 # 
0.0
5, 
**
 p 
# 0
.01
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 d’
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s p
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Ef
fet
 d
e 
la
 r
os
igl
ita
zo
ne
 su
r 
la
 v
iab
ilit
é,
 la
 p
ro
lif
ér
ati
on
 
po
lyc
lon
ale
 et
 l’
ex
pr
ess
ion
 d
es
 ré
ce
pt
eu
rs
 C
D4
 et
 C
CR
5. 
Le
s c
ell
ule
s T
 
CD
4+
 m
ém
oir
es
 is
olé
es
 pa
r s
éle
cti
on
 né
ga
tiv
e 
à 
l’a
ide
 bi
lle
s m
ag
né
tiq
ue
s 
on
t é
té 
ch
arg
ée
s e
n 
CF
SE
 (0
.5 
µM
) e
t s
tim
ulé
es
 vi
a 
CD
3/C
D2
8 
du
ran
t 3
 
jou
rs.
 L
es 
ce
llu
les
 on
t e
ns
uit
e é
té 
mi
ses
 en
 cu
ltu
re 
(IL
-2,
 5n
g/m
l) 
en
 pr
ése
nc
e 
ou
 en
 ab
sen
ce
 de
 ro
sig
lita
zo
ne
 (R
GZ
, 5
0µ
M
) d
ura
nt 
2 j
ou
rs,
 pu
is 
ma
rqu
ée
s 
av
ec
 de
s A
cs
 an
ti-
CD
4 
et 
an
ti-
CC
R5
 ai
ns
i q
u’a
ve
c l
e c
olo
ran
t d
e v
iab
ilit
é 
viv
id 
av
an
t d
’êt
re 
an
aly
sée
s p
ar 
cy
tom
étr
ie 
en
 flu
x (
cy
tom
ètr
e B
D 
LS
RI
I).
 A
. 
Le
s c
ell
ule
s v
iab
les
 (v
ivi
d n
ég
ati
ve
s, 
P2
) s
on
t d
’ab
ord
 sé
lec
tio
nn
ée
s, 
pu
is 
les
 
po
urc
en
tag
es
 de
 pr
oli
fér
ati
on
 (C
FS
Elo
w )
 et
 d’
ex
pre
ssi
on
 de
s r
éc
ep
teu
rs 
CD
4 
et
 C
CR
5 
so
nt
 d
éte
rm
iné
s.
 B
. 
Ré
su
lta
ts
 d
e 
via
bil
ité
, 
pro
lif
éra
tio
n 
et 
ex
pre
ssi
on
 d
e 
CD
4 
et 
CC
R5
 d
es
 ce
llu
les
 cu
ltiv
ée
s 
av
ec
 la
 ro
sig
lita
zo
ne
 
rel
ati
ve
me
nt
 au
x 
niv
ea
ux
 co
rre
sp
on
da
nts
 de
s c
ell
ule
s d
’un
 m
êm
e 
do
nn
eu
r 
cu
ltiv
ée
s e
n a
bs
en
ce
 de
 R
GZ
. S
tat
ist
iqu
es 
su
r 5
 do
nn
eu
rs.
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t d
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ro
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cti
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s c
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 IF
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ar
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llu
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+ 
mé
mo
ire
s. 
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s c
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ule
s T
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mé
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s o
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 pa
r s
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cti
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tiv
e e
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t d
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ag
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ue
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D3
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8 d
ura
nt 
3 j
ou
rs.
 E
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s o
nt 
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su
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é c
ult
ivé
es 
en
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ése
nc
e o
u e
n a
bs
en
ce
 
de
 ro
sig
lita
zo
ne
 (5
0µ
M
) d
ura
nt 
2 j
ou
rs 
su
pp
lém
en
tai
res
, p
uis
 st
im
ulé
es
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n p
ar 
PM
A/
Ion
om
yc
ine
 du
ran
t 2
4h
. L
es 
niv
ea
ux
 d’
IL
-17
 et
 d’
IF
N-
&d
an
s l
es 
su
rna
ge
an
ts 
de
 cu
ltu
re 
on
t é
té 
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an
tifi
és 
à l
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 de
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 E
LI
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ea
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-S
ET
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o!®
 
(eB
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e).
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su
lta
ts 
pré
sen
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 so
nt 
ob
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 do
nn
eu
r e
t s
on
t r
ep
rés
en
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ifs
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 n=
2. 
NS
: n
on
 st
im
ulé
es
 pa
r 
PM
A/
Ion
o. 
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s v
ale
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 du
 te
st 
t d
e S
tud
en
t n
on
 ap
pa
rié
 so
nt 
ind
iqu
ée
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e s
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ific
ati
ve
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0.0
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# 0
.01
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 L
es
 ré
ce
pt
eu
rs
 d
e 
ch
im
iok
ine
s i
de
nt
ifie
nt
 le
s c
ell
ule
s T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s à
 p
ro
fil
 d
e 
po
lar
isa
tio
n T
h1
 ve
rsu
s T
h1
Th
17
. L
’e
xp
res
sio
n d
iff
ére
nti
ell
e d
es 
réc
ep
teu
rs 
de
 ch
im
iok
ine
s C
XC
R3
, 
CC
R4
 et
 C
CR
6 
ide
nti
fie
 d
es
 ce
llu
les
 T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s 
à 
po
lar
isa
tio
n 
et 
sp
éc
ific
ité
 an
tig
én
iqu
e 
dis
tin
cte
s. 
Le
s c
ell
ule
s T
h1
 (C
XC
R3
+C
CR
4-C
CR
6-)
 ex
pri
me
nt 
le 
fac
teu
r d
e t
ran
scr
ipt
ion
 T-
be
t e
t s
on
t 
sp
éc
ifiq
ue
s a
u C
yto
me
ga
lov
iru
s (
CM
V)
. L
es 
ce
llu
les
 Th
1T
h1
7 (
CX
CR
3+
CC
R4
-C
CR
6+
) e
xp
rim
en
t le
s 
fac
teu
rs 
de
 tr
an
scr
ipt
ion
 T-
be
t e
t R
OR
! e
t s
on
t s
pé
cifi
qu
es
 au
 M
yc
ob
ac
ter
ium
 tu
be
rcu
los
is 
(R
ivi
no
, 
JE
M
, 2
00
4; 
Ac
os
ta-
Ro
dri
gu
ez
, N
at 
Im
mu
no
l, 2
00
7; 
Go
sse
lin
/M
on
tei
ro,
 J 
Im
mu
no
l, 2
01
0).
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 A
na
lys
e p
ar
 b
iop
uc
e d
e l
’ex
pr
ess
ion
 d
es
 gè
ne
s a
u 
niv
ea
u 
du
 gé
no
me
 en
tie
r d
an
s l
es 
ce
llu
les
 T
 C
D4
+ 
mé
mo
ire
s 
CX
CR
3+
CC
R6
+ 
(p
ro
fil
 T
h1
Th
17
) 
ve
rsu
s 
CX
CR
3+
CC
R6
- 
(p
ro
fil 
Th
1).
 L
es 
ce
llu
les
 T 
CD
4+
 de
 4 
do
nn
eu
rs 
no
n i
nfe
cté
s p
ar 
le 
VI
H 
on
t é
té 
iso
lée
s p
ar 
sél
ec
tio
n n
ég
ati
ve
 
en
 ut
ilis
an
t d
es
 bi
lle
s m
ag
né
tiq
ue
s (
pu
ret
é >
95
%)
, p
uis
 m
arq
ué
es
 av
ec
 de
s a
nti
co
rps
 an
ti-
CD
45
RA
, 
CC
R4
, C
XC
R3
 et
 C
CR
6. 
Le
s c
ell
ule
s o
nt 
été
 tr
iée
s p
ar 
cy
tom
étr
ie 
en
 flu
x a
fin
 de
 sé
pa
rer
 le
s c
ell
ule
s 
mé
mo
ire
s 
(C
D4
5R
A-
) 
CX
CR
3+
CC
R4
-C
CR
6+
 e
t 
CX
CR
3+
CC
R4
-C
CR
6-.
 C
es
 c
ell
ule
s 
on
t 
été
 
sti
mu
lée
s v
ia 
CD
3/C
D2
8 d
ura
nt 
3 j
ou
rs.
 L’
AR
N 
tot
al 
a é
té 
ex
tra
it 
en
 ut
ilis
an
t u
ne
 tr
ou
sse
 d’
ex
tra
cti
on
 
de
 Q
iag
en
. 1
00
 ng
 d’
AR
N 
a é
té 
rét
rot
ran
scr
it 
en
 A
DN
c e
t h
yb
rid
é s
ur
 un
e p
uc
e U
13
3 
Plu
s 2
.0 
du
 
gé
no
me
 hu
ma
in 
inc
lua
nt 
>4
7,0
00
 en
sem
ble
s d
e s
on
de
s (
Af
fym
etr
ix)
. U
ne
 an
aly
se
 de
 va
ria
nc
e à
 un
 
cri
tèr
e a
 pe
rm
is 
d’i
de
nti
fie
r l
es
 gè
ne
s d
iff
ére
mm
en
t e
xp
rim
és
 av
ec
 un
e p
-va
lue
 <0
.05
 et
 de
 le
s c
las
ser
 
sel
on
 le
ur
 fa
cte
ur
 de
 ch
an
ge
me
nt 
(F
C>
1 o
u <
-1)
. A
. N
om
bre
 de
 so
nd
es
 dé
tec
tée
s (
n=
38
11
3)
 se
lon
 le
ur 
ex
pre
ssi
on
 di
ffé
ren
tie
lle
 da
ns
 le
s c
ell
ule
s T
h1
Th
17
 ve
rsu
s T
h1
. B
. L
es
 ta
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nt 
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 de
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s d
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